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1 Einleitung 
 
Viele Parasiten des Darmtraktes, Protozoen, Nematoden und Cestoden, führen vor allem bei 
Jungtieren zu schwerwiegenden Erkrankungen. Der Nachweis von Protozoen des Darmtraktes ist 
häufig schwierig, da die im Kot ausgeschiedenen Entwicklungsstadien sehr klein sind und ihre Wand 
häufig farblos ist, so dass sie mittels Lichtmikroskopie nur schwer zu erkennen sind.  
 
Der Erreger der Saugferkelkokzidiose, Isospora suis, dessen Prävalenz mit 70-80 % in den 
Ferkelerzeugerbetrieben Europas sehr hoch ist (NIESTRATH et al. 2002, MUNDT et al. 2005a,b, 
KARAMON et al. 2007) führt bei Saugferkeln zu katarrhalischen bis nekrotischen Enteritiden mit 
nicht hämorrhagischer Diarrhoe, reduzierter Gewichtszunahme, Kümmern  und Apathie (STUART et 
al. 1980, LINDSAY et al. 1985a,b,  NIESTRATH et al. 2002, MUNDT et al. 2003, 2005b, 2006). Die 
Mortalität ist gering, steigt jedoch bei Koinfektionen, z.B. mit Clostridium perfringens, an (LINDSAY 
et al. 1985 a,b, WORLICZEK et al. 2007, MENGEL et al. 2012). Die Morbidität und die 
wirtschaftlichen Verluste der betroffenen Betriebe sind hoch (LINDSAY et al. 1985 a,b, LINDSAY 
1989, DRIESEN et al. 1993, BACH et al. 2003, MUNDT et al. 2005a, 2006, WORLICZEK et al. 
2007).   
 
Der Nachweis von I. suis erfolgt über die mit dem Kot ausgeschiedenen Oozysten. Die Oozyste hat 
eine sphäroide Form und ist 17,00 – 25,16 × 15,75 – 21,60 µm groß. Die Oozystenwand ist 0,5 bis   
1,5 µm dick, glatt und farblos bis blassrosa, selten leicht gelblich. Im sporuliertem Zustand enthält sie 
2 Sporozysten mit je 4 Sporozoiten und einem Sporozystenrestkörper (VETTERLING 1965, 
LINDSAY et al. 1980, MATUSCHKA u. HEYDORN 1980, LÖWENSTEIN u. KUTZER 1989). Die 
Oozysten von I.  suis haben die Fähigkeit zur Autofluoreszenz. Durch UV-Licht mit einer Wellenlänge 
von 340-380 nm werden die Oozysten angeregt, so dass sie blaues Licht aussenden (DAUGSCHIES et 
al. 2001).  
 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
                            
Abb. 1:   
I   Fluoreszierende I .suis-Oozysten im direkten Kotausstrich mit Autofloureszenzmikroskopie  
II  Sporulierte I .suis-Oozyste (links oben), unsporulierte I .suis-Oozyste (rechts unten)  
                                                                                            
I
II
50µm 50µm
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Im fetthaltigen Saugferkelkot ist die Oozyste von I. suis aufgrund ihrer geringen Größe und der 
geringen Farbintensität der Wand auch nach Anreicherungsverfahren, wie Flotationsverfahren oder 
kombiniertes Sedimentations-Flotations-Verfahren, mit nachfolgender Lichtmikroskopie häufig 
schwierig zu erkennen (MEYER et al. 1999). Die Fähigkeit zur Autofluoreszenz, durch welche die 
Oozyste deutlich sichtbar wird, eröffnet eine zusätzliche diagnostische Möglichkeit. Da 
Anreicherungsverfahren mit zeitlichem und materiellem Aufwand verbunden sind, wurde in einer der 
vorliegenden Studien getestet, ob die Untersuchung eines direkten Kotausstriches mit 
Autofluoreszenzmikroskopie und die lichtmikroskopische Untersuchung nach einem 
Anreicherungsverfahren gleiche Ergebnisse liefern (Publikation 1). 
 
Cryptosporidium ist ein Einzeller, der weltweit bei zahlreichen Tierarten (Säugetiere, Vögel, 
Reptilien, Fische) und auch beim Menschen verbreitet ist (FAYER u. UNGAR 1986, O`DONOGHUE 
1995, PLUTZER u. KARANIS 2009, LENDNER et al. 2011) und Enteritiden mit profuser Diarrhoe, 
Anorexie und Apathie hervorruft (PANCIERA et al. 1971, TZIPORI et al. 1980, 1983, HEINE et al. 
1984). Die Infektion verläuft bei immunkompetenten Individuen meist selbstlimitierend, bei 
Neugeborenen oder immungeschwächten Individuen hingegen kann es zu schwerwiegenden 
Erkrankungen, die auch zu Todesfällen führen können, kommen (FAYER u. UNGAR 1986, 
O`DONOGHUE 1995, FAYER et al. 1998, LENDNER et al. 2011). C. parvum ist ein häufiger 
Durchfallerreger neugeborener Kälber (JOACHIM et al. 2003, SANTIN et al. 2004, QUILEZ et al. 
2008, KESHAVARZ et al. 2009, KARANIS et al. 2010, SILVERLÅS et al. 2010, FOLLET et al. 
2011, IZZO et al. 2011, KVÁČ et al. 2011, LASSEN 2011, MEIRELES et al. 2011, TIRANTI et al. 
2011, BUDU-AMOAKO et al. 2012, CHEN u. HUANG 2012), der in den Betrieben zu 
wirtschaftlichen Verlusten führen kann (HOUSE 1978, FAYER u. UNGAR 1986, DE GRAAF et al. 
1999, SZONYI et al. 2010, LENDNER et al. 2011).       
 
Die Oozyste, welche mit dem Kot ausgeschieden wird, ist das mikroskopisch nachweisbare Stadium. 
Sie besitzt eine sphäroide Form, ist stark lichtbrechend und die Oozystenwand ist glatt und farblos 
(BOCH et al. 1982, HEINE 1982, REESE et al. 1982, UPTON u. CURRENT 1985). Die Größe der 
Cryptosporidium-Oozyste ist abhängig von der jeweiligen Art (EGYED et al. 2003) und schwankt von 
2,94 – 4,41 µm × 2,94 – 3,68 µm (C. ryanae; FAYER et al. 2008) bis 6,6 – 8,7 µm × 5,0 – 6,5 µm   
(C. muris; UPTON u. CURRENT 1985, MORGAN et al. 2000). Die bedeutendste Art bei 
Milchkälbern ist C. parvum, seltener wird auch C. andersoni, die im Magen parasitiert und 
vorwiegend nach dem Absetzen und bei Kühen auftritt, nachgewiesen (FAYER et al. 2007, SANTIN 
et al. 2008, KESHAVARZ et al. 2009, KARANIS et al. 2010, KHAN et al. 2010, SILVERLÅS et al. 
2010, KVÁČ et al. 2006, 2011, FOLLET et al. 2011, IMRE et al. 2011, BUDU-AMOAKO et al. 
2012). Die Oozyste von C. parvum ist 4,5 – 5,4 µm lang und 4,2 – 5,0 µm breit (UPTON u. 
CURRENT 1985, SRETER et al. 2000), die Oozyste von C. andersoni hingegen besitzt eine Länge 
von 6,0 – 8,1 µm und eine Breite von 5,0 – 7,0 µm (LINDSAY et al. 2000, SRETER et al. 2000, 
ENEMARK et al. 2002). In den letzten Jahren wurden bei Kälbern und Kühen mittels 
molekularbiologischer Methoden zwei weitere Arten, C. bovis (FAYER et al. 2005; Synonym: 
Cryptosporidium bovine genotype B; XIAO et al. 2002, FAYER 2010) und C. ryanae (Synonym: 
Cryptosporidium deer-like genotyp; XIAO et al. 2002, FAYER 2010), welche früher C. parvum 
zugeordnet wurden, identifiziert. Diese beiden Arten sind apathogen und weisen kein zoonotisches 
Potential auf (FAYER et al. 2005, 2008). Während C. bovis in allen Altersklassen auftritt, wird           
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C. ryanae am häufigsten nach dem Absetzen der Kälber nachgewiesen (FAYER et al. 2007, SANTIN 
et al. 2008, KHAN et al. 2010, SILVERLÅS et al. 2010). Die Oozyste von C. bovis unterscheidet sich 
morphologisch nicht von den C. parvum-Oozysten (FAYER et al. 2005). Dagegen ist die Oozyste von 
C. ryanae die kleinste innerhalb der Säugetierarten (FAYER 2010). Die Oozysten werden sporuliert 
ausgeschieden und enthalten vier Sporozoiten und einen Oozystenrestkörper (REESE et al. 1982, 
UPTON u. CURRENT 1985, O`DONOGHUE 1995). 
 
Die Kryptosporidien-Oozysten sind im direkten Kotausstrich und auch in Anreichungsverfahren mit 
nachfolgender Lichtmikroskopie aufgrund ihrer geringen Größe und ihrer ungefärbten Oozystenwand 
unauffällig, so dass eine Vielzahl an Färbemethoden entwickelt wurden, die das Erkennen von 
Kryptosporidien-Oozysten deutlich erleichtern (KIRKPATRICK 1985, FAYER u. UNGAR 1986, 
O`DONOGHUE 1995). Weiterhin wurden unterschiedliche Immunoassays (Enzymimmunoassays, 
immunochromatographische Verfahren und direkte Immunfluoreszenztests) entwickelt, die 
Oozystenantigene im Kot nachweisen (GARCIA u. SHIMIZU 1997, WEITZEL et al. 2006). Darüber 
hinaus kann ein bei der Vermehrung der Oozysten im Darmtrakt gebildetes und mit dem Kot 
ausgeschiedenes Antigen mittels Enzymimmunoassay nachgewiesen werden (PARISI u. TIERNO 
1995). Die Polymerasekettenreaktion, welche ebenso zum Nachweis von Cryptosporidium spp. 
genutzt werden kann (BIALEK et al. 2002, PAUL et al. 2009, CHALMERS et al. 2011b), besitzt den 
Vorteil, dass neben dem Kryptosporidiennachweis eine genaue Bestimmung der Art und Genotypen 
erfolgen kann (ENEMARK et al. 2002, LEONI et al. 2006, BROOK et al. 2009, XIAO 2010, 
CHALMERS et al. 2011a, FOLLET et al. 2011, GRINBERG et al. 2011, HOMEM et al. 2011, 
LENDNER et al. 2011, BUDU-AMOAKO et al. 2012). In einer der vorliegenden Studien wurden 
zwei Färbemethoden (eine modifizierte Ziehl-Neelsen-Färbung (HENRIKSEN u. POHLENZ, 1981) 
und die Karbolfuchsinfärbung nach HEINE (1982)) und ein kommerzieller Enzymimmunoassay (EIA; 
ProSpecT® Cryptosporidium Microplate Assay ) zum Nachweis der Kryptosporidiose beim Kalb im 
Hinblick auf Sensitivität und Eignung dieser Methoden in der Routinediagnostik miteinander 
verglichen. Zudem wurde der Einfluss der Lagerungstemperatur und -zeit der Proben auf die 
Ergebnisse dieser drei Nachweismethoden getestet (Publikation 2).  
 
Die Kryptosporidiose ist eine Erkrankung, die auch beim Igel nachgewiesen wurde (GRACZYK et al. 
1998, MEREDITH u. MILNE 2009). Schwache und unterentwickelte Igel werden häufig von 
Igelstationen oder Privatpersonen zum Überwintern aufgenommen (BARUTZKI et al. 1987, 
SAINSBURY et al. 1996, GAGLIO et al. 2010). Bei der Kryptosporidiose handelt es sich um eine 
Zoonose. Einzelne Cryptosporidium-Arten und Genotypen können von Tieren auf den Mensch 
übertragen werden (ENEMARK et al. 2002, SANTIN et al. 2004, LEONI et al. 2006, PLUTZER u. 
KARANIS 2009, XIAO 2010, CHALMERS et al. 2011a, GRINBERG et al. 2011, 
NAZEMALHOSSEINI-MOJARAD 2011). In einer weiteren Studie wurden drei Immunoassays (ein 
EIA (ProSpecT® Cryptosporidium Microplate Assay), ein immunochromatographisches Verfahren 
(FASTest® CRYPTO Strip, MegaCor Diagnostik GmbH, Österreich) und ein direkter 
Immunfluoreszenz-Test (IFA, MERIFLUOR Cryptosporidium/Giardia, Meridian Bioscience, Inc. 
USA)) sowie die modifizierte Ziehl-Neelsen-Färbung nach HENRIKSEN u. POHLENZ (1981) zum 
Cryptosporidium-Nachweis beim Igel (Erinaceus europaeus L.) in der Routinediagnostik getestet.  
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Zusätzlich wurde das Vorkommen der Kryptosporidiose bei zum Überwintern aufgenommenen Igeln 
in Deutschland untersucht und eine Bestimmung der von Igeln ausgeschiedenen Kryptosporidien-
Arten und Genotypen durchgeführt, um neben der Feststellung der beim Igel grundsätzlich 
vorkommenden Typen auch eine Aussage über deren zoonotisches Potenzial treffen zu können 
(Publikation 3). 
 
Die Rinderkokzidiose, die durch Protozoen der Gattung Eimeria hervorgerufen wird, ist weltweit eine 
häufige vor allem bei Kälbern ab der 3. Lebenswoche auftretende Durchfallerkrankung (GRÄFNER et 
al. 1985, ERNST u. BENZ 1986, MARSHALL et al. 1998, FABER et al. 2002, MATJILA u. 
PENZHORN 2002, DAUGSCHIES u. NAJDROWSKI 2005, ABEBE et al. 2008, LASSEN et al. 
2009, LASSEN 2011, REHMANN et al. 2011, BANGOURA et al. 2012, KOUTNY et al. 2012). 
Beim Rind sind mehr als 20 Eimeria-Arten (DAUGSCHIES u. NAJDROWSKI 2005) beschrieben 
worden, von denen E. bovis und E. zuernii die Arten mit der höchsten Pathogenität sind (BÜRGER 
1983, ERNST u. BENZ 1986, MARSHALL et al. 1998, DAUGSCHIES u. NAJDROWSKI 2005, 
LORENZ et al. 2011). Diese können eine schwere, auch tödlich endende, hämorrhagische Typhlitis 
und Colitis hervorrufen (HAMMOND et al. 1944, DAUGSCHIES et al. 1986, MARSHALL et al. 
1998, MUNDT et al. 2005d, BANGOURA u. DAUGSCHIES 2007). Sowohl klinische als auch 
subklinische Kokzidiosen führen zu hohen wirtschaftlichen Verlusten (NIILO 1970, FITZGERALD 
1980, FOX 1985, GRÄFNER et al. 1985, MATJILA u. PENZHORN 2002, LORENZ et al. 2011).                    
                                                                                                                                                   
Die Diagnose erfolgt durch den koproskopischen Nachweis von Oozysten. Die Morphologie der 
Eimeria-Oozysten der Rinder variiert artenabhängig. Die Form ist kugelförmig, eiförmig, ellipsoidal 
oder zylindrisch. Die Oozystenwand ist 1 bis 3,5 µm dick und kann artenabhängig eine Mikropyle mit 
oder ohne Polkappe besitzen. Ihre Farbe variiert von farblos über gelbbraun, orangebraun und 
orangegrün bis hin zu grünbraun. Die Oberfläche der Oozysten ist bei den meisten Eimeria-Arten 
glatt, bei einzelnen Arten ist eine unregelmäßige Oberfläche mit Auflagerungen sichtbar. Ihre Größe 
schwankt von 10 – 13 µm × 9 – 12 µm (E. subspherica) bis hin zu 36 – 46 µm × 19 – 26 µm              
(E. auburnensis). Die sporulierte Oozyste enthält 4 Sporozysten mit je 2 Sporozoiten, artenabhängig 
können in der Oozyste Polkörperchen und in den Sporozysten Sporozystenrestkörper und/oder 
Stiedakörperchen vorhanden sein (TENTER 2006). Die Oozysten der beiden hochpathogenen Arten 
(E. bovis und E. zuernii) zeichnen sich durch folgende Morphologie aus. Die Oozyste von E. bovis ist 
eiförmig und besitzt eine Länge von  26 – 32 µm und eine Breite von 18 – 21 µm. In der 1 – 2 µm 
dicken, orangebraun gefärbten Oozystenwand ist eine Mikropyle deutlich sichtbar. Ihre Oberfläche ist 
glatt. Die E.  zuernii – Oozste ist sphäroid und 16 – 20 µm × 15 – 18 µm groß. Ihre Oozystenwand ist  
1 – 2 µm dick, glatt, farblos und besitzt eine undeutliche Mikropyle. Die Sporozysten von E. bovis und 
E. zuernii enthalten neben den 2 Sporozoiten einen Sporozystenrestkörper und ein Stiedakörperchen 
(NYBERG u. HAMMOND 1965, TENTER 2006).          
                
Die Oozysten der Eimeria-Arten sind lichtmikroskopisch aufgrund ihrer Größe und ihrer dicken, 
häufig gefärbten Oozystenwand gut zu erkennen. Die Behandlung der Eimeriose sollte 
metaphylaktisch erfolgen (GRÄFNER et al. 1985, DAUGSCHIES u. NAJDROWSKI 2005, MUNDT 
et al. 2003d, STASCHEN 2004, MUNDT et al. 2005c,d, DAUGSCHIES et al. 2007, LORENZ et al. 
2011), so dass genaue Kenntnisse der Bestandsepidemiologie (GRÄFNER et al. 1985, DAUGSCHIES 
u. NAJDROWSKI 2005) und somit wiederholte Kotprobenuntersuchungen mehrerer Kälber in kurzen 
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Abständen nötig sind (ERNST u. BENZ 1986, JOACHIM 2002, DAUGSCHIES u. NAJDROWSKI 
2005). Da ein solches diagnostisches Vorgehen in den einzelnen Betrieben schnell an wirtschaftliche 
Grenzen stoßen kann, wurde in einer der vorliegenden Studien getestet, ob sich im Sinn der 
Kostenreduktion auch Kälbersammelkotproben statt einzelner Kotproben eignen, um subklinische und 
klinische Kokzidiosen des Rindes nachzuweisen (Publikation 4). 
 
Strongyliden der Unterfamilie Strongylinae („große“ Strongyliden, z.T. „kleine“ Strongyliden), 
Cyathostominae und Gyalocephalinae („kleine“ Strongyliden) und Parascaris equorum sind weltweit 
häufige Nematoden des Darmtraktes bei Pferden (BUCKNELL et al. 1995, CIRAK et al.1996, 
BEELITZ u. GOTHE 1997, CHAPMANN et al. 2002, GÜIRIS et al. 2010, SAEED et al. 2010, GRAS 
et al. 2011, HINNEY et al. 2011, KORNAS et al. 2011). Die hohe Pathogenität der Strongyliden wird 
vor allem durch die juvenilen Stadien hervorgerufen (ENIGK 1950, 1951, WETZEL 1952, WETZEL 
u. KERSTEN 1956, DUNCAN u. PIRIE 1975, MCCRAW u. SLOCOMBE 1976, 1985, MURPHY u. 
LOVE 1997, CORNING 2009, VON SAMSON-HIMMELSTJERNA 2012). Innerhalb der 
Unterfamilie Strongylinae besitzt S. vulgaris eine sehr hohe Pathogenität, da durch die parenterale 
Wanderung der Larven Darmgefäße geschädigt werden, wodurch Thrombosen, häufig auch Embolien 
und Darminfarkte folgen, welche bei einem akuten Verlauf letal enden können (ENIGK 1950,1951, 
DUNCAN u. PIRIE 1975, MCCRAW u. SLOCOMBE 1976). Die larvale Cyathostominose, bei der 
vom November bis zum Frühjahr zahlreiche hypobiotische Stadien der „kleinen Strongyliden“ in der 
Darmwand synchron reaktiviert werden, führt zu hochgradiger Typhlocolitis mit Gewichtsabnahme, in 
vielen Fällen kombiniert mit Diarrhoe (GILES et al. 1985, LOVE et al. 1992, LYONS et al. 1994, 
MAIR 1994, MURPHY u. LOVE 1997, MAIR et al. 2000). Zusätzlich können Lethargie, Fieber, 
Inappetenz, Ödeme und Kolik auftreten (LOVE et al. 1992, MAIR 1994, MURPHY u. LOVE 1997, 
MURPHY et al. 1997, MAIR et al. 2000). Die Blutuntersuchungen ergeben häufig eine 
Hypalbuminämie und/oder Neutrophilie sowie Hyperglobulinämie (GILES et al. 1985, LOVE et al 
1992, MAIR et al. 1993, MAIR 1994, MURPHY et al. 1997, SMETS et al 1999). Viele Fälle dieser 
akuten Krankheitsform verlaufen letal (GILES et al. 1985, LOVE et al. 1992, MURPHY et al. 1997, 
CORNING 2009). Die bei einem Strongylidenbefall häufiger auftretenden milderen Verlaufsformen 
(VON SAMSON-HIMMELSTJERNA 2012) führen in erster Linie zu Lethargie, reduzierter 
Futteraufnahme, Gewichtsabnahme und rauem Haarkleid (MCCRAW u. SLOCOMBE 1976, LYONS 
et al. 1994, MATTHEWS u. Morris 1995, MURPHY u. LOVE 1997, CORNING 2009), gelegentlich 
kombiniert mit Diarrhoe (LYONS et al. 1994, MURPHY u. LOVE 1997, CORNING 2009) und Kolik 
(UHLINGER 1990) sowie beim Befall mit S. vulgaris mit Anämie (MCCRAW u. SLOCOMBE 
1976).  
 
Ein Befall mit dem Pferdespulwurm, Parascaris equorum, entzieht einerseits dem Körper Nährstoffe 
und führt andererseits zu einer katarrhalischen Enteritis mit reduzierter Futteraufnahme, so dass eine 
mangelnde Gewichtsentwicklung oder eine Gewichtsabnahme beobachtet werden kann (CLAYTON 
u. DUNCAN 1977, CLAYTON et al. 1980, CLAYTON 1986, AUSTIN et al. 1990, BOYLE u. 
HOUSTON 2006). Bei stärkerem Befall treten Diarrhoe (AUSTIN et al. 1990) und Koliken (AUSTIN 
et al. 1990, REINEMEYER u. NIELSEN 2009) auf, bei einem hochgradigen Befall können diese 
Nematoden zu einer Darmobstruktion, häufig kombiniert mit Darminvagination und -perforation mit 
nachfolgender Peritonitis, und letalem Ende führen (CLAYTON 1986, AUSTIN et al. 1990, CRIBB et 
al. 2006, VON SAMSON-HIMMELSTJERNA 2012). Juvenile Stadien rufen durch ihre Wanderung 
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in der Lunge Husten und mukopurulenten Nasenausfluß hervor (CLAYTON u. DUNCAN 1977, 1979, 
CLAYTON 1986, AUSTIN et al. 1990, BOYLE u. HOUSTON 2006).               
                        
Der Nachweis eines Befalls mit Strongyliden und Parascaris equorum erfolgt über die mit 
dem Kot ausgeschiedenen Eier, im Falle der Cyathostominose je nach Krankheitsform auch 
über die mit dem Kot ausgeschiedenen Larven. Die Strongylideneier sind ovoid und besitzen eine 
dünne Schale mit glatter Oberfläche. Die Größe variiert von 72 – 88 µm × 40 – 52 µm (S. edentatus) 
bis zu 130 – 140 µm × 55 – 65 µm (Triodontophorus sp.). Die Eier enthalten eine Morula mit einer 
unterschiedlichen Anzahl an Blastomeren (THIENPONT et al. 1990, SAMSON-HIMMELSTJERNA 
2006). Eine genaue Differenzierung der Strongylidenart bzw. -gattung ist anhand der Eier nicht 
möglich, kann aber mit Hilfe der frei lebenden Larven 3, die aus den Eiern in Koprokulturen gezüchtet 
werden können, erfolgen. Die Larve 3 der Strongyliden ist bescheidet und der filariforme Oesophagus 
erstreckt sich maximal über ein Drittel des gesamten Larvenkörpers. Die Länge der Larve 3 der 
„kleinen“ Strongyliden beträgt ca. 850 µm und das Verhältnis der Länge von Larvenkörper zu 
Scheidenschwanz liegt bei 1,5 zu 1. Die Anzahl der Darmzellen variiert von 8 bis 20. Die Larven der 
Strongyliden aus der Unterfamilie Strongylinae sind 850 µm (S. edentatus) bzw. 1000 µm (S. vulgaris 
und S. equinus) lang. Das Verhältnis von Larvenkörper zu Scheidenschwanz beträgt 2,0 zu 1              
(S. edentatus), 2,5 zu 1 (S. vulgaris) und 2,8 zu 1 (S. equinus). Bei S. equinus sind 16, bei S. edentatus 
20 und bei S. vulgaris 32 Darmzellen nachweisbar (SAMSON-HIMMELSTJERNA 2006).  
Die Eier von Parascaris equorum sind sphäroid, ca. 100 µm lang und 90 µm breit. Die dicke Schale 
ist braun-gelb gefärbt und weist eine feingranulierte Oberfläche auf. Das frisch ausgeschiedene Ei 
enthält im Inneren eine große Zelle (AUSTIN et al. 1990, THIENPONT et al. 1990).          
                
Aufgrund ihrer Größe sind Nematodeneier mittels Lichtmikroskopie gut nachweisbar. Dennoch erhält 
man häufig unterschiedliche Untersuchungsergebnisse, zum Teil negative Ergebnisse bei nachweislich 
Endoparasiten-positiven Proben, wenn Kotproben desselben Tieres oder mit Parasitenstadien versetzte 
Kotproben parallel an verschiedene Labore geschickt werden. Eine mögliche Ursache wäre eine 
ungleichmäßige Verteilung der Nematodeneier im Kot, die auch von PRESLAND et al. (2005) 
vermutet wird. In einer der vorliegenden Studien wurde aus diesem Grund die Verteilung der 
Nematodeneier in Pferdekotproben untersucht und getestet, ob eine vorherige Homogenisierung der 
Kotprobe zu einer erhöhten Nachweisrate des kombinierten Sedimentations-Flotations-Verfahrens 
führt (Publikation 5). 
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2 Eigene wissenschaftliche Orginalarbeiten 
 
2.1 Ziele 
 
In der Koproskopie gibt es Gegebenheiten, die den Nachweis parasitischer Infektionen erschweren. 
Zum einen sind Entwicklungsstadien von Protozoen, die mit dem Kot ausgeschieden werden, in der 
Regel sehr klein und besitzen eine ungefärbte oder nur schwach gefärbte Wand, so dass diese mit den 
üblichen Verfahren (Flotations- und Sedimentationsverfahren mit nachfolgender Lichtmikroskopie) in 
der Routinediagnostik häufig nicht erkannt werden (BOCH et al. 1982, O`DONOGHUE 1995, 
MEYER et al. 1999). Zudem sind in vielen Fällen zum Zeitpunkt eindeutiger klinischer Symptome, 
wie wässrige Diarrhoe oder Durchfall mit Blut- und Gewebebeimengungen, im Fall der Kokzidiose in 
den Proben nur wenige Entwicklungsstadien vorhanden oder nachweisbar (HAMMOND et al. 1944, 
DAUGSCHIES et al. 1986, LINDSAY 1989, NIESTRATH et al. 2002, DAUGSCHIES u. 
NAJDROWSKI 2005). Weiterhin werden oftmals parasitäre Entwicklungsstadien erst einige Tage 
nach dem Auftreten klinischer Symptome ausgeschieden, so dass bei Probennahme zum Zeitpunkt der 
Klinik negative Untersuchungsergebnisse trotz vorhandener Infektionen möglich sind (ERNST u. 
BENZ 1986, LINDSAY et al. 1992, KOUDELA u. KUČEROVÁ 1999, MARTINEAU u. DEL 
CASTILO 2000, JOACHIM 2002, BACH et al. 2003, DAUGSCHIES u. NAJDROWSKI 2005). 
Daher sind wiederholte Kotuntersuchungen nötig, um eine Infektion sicher nachzuweisen oder 
ausschließen zu können (ERNST U. BENZ 1986, JOACHIM 2002, DAUGSCHIES u. 
NAJDROWSKI 2005). Gerade in landwirtschaftlichen Betrieben ist dies aufgrund der hohen 
Tierzahlen mit Blick auf die Kosten nicht immer umsetzbar. Ebenso kann eine inhomogene Verteilung 
parasitärer Stadien im Kot, wie sie beispielsweise für Nematoden- und Zestodeneier schon länger 
diskutiert wird (NILSSON et al. 1995, MEANA et al. 1998, PRESLAND et al. 2005, KJÆR et al. 
2007), den Nachweis einer parasitären Infektion erschweren. Deshalb verdienen die Sensitivität und 
Praktikabilität koproskopischer Verfahren unter Beachtung der Kosten und Reproduzierbarkeit der 
Ergebnisse durchaus Beachtung. Dies war eine wesentliche Motivation für die Durchführung der 
eigenen Studien.  
 
Zum anderen gibt es Parasitenarten, welche sich anhand der mit dem Kot ausgeschiedenen Stadien 
morphologisch nicht unterscheiden und die daher mit den auf der Lichtmikroskopie basierenden 
Verfahren nicht ausreichend differenziert werden können. Für eine eindeutige Zuordnung ist die 
Polymerasekettenreaktion (PCR) eine exzellente Methode (LINDSAY et al. 2000, FAYER et al. 2005, 
PLUTZER u. KARANIS 2009, FAYER 2010), sie hat aber in die parasitologische Routinediagnostik 
nur partiell Eingang gefunden. In den eigenen Studien wurde die Eignung der PCR zur Diagnostik von 
Kryptosporidien-Arten und -Genotypen mit unterschiedlichem zoonotischen Potenzial, welche sich 
morphologisch gleichen, (SOBA u. LOGAR 2008, PLUTZER u. KARANIS 2009, FAYER 2010, 
XIAO 2010) exemplarisch an Igelkotproben getestet. 
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Das gemeinsame Ziel der vorliegenden Studien ist die Prüfung und Verbesserung parasitologischer 
Nachweisverfahren in der Routinediagnostik. Die Bearbeitung der folgenden Aspekte diente diesem 
übergeordneten Ziel: 
 
1. Eignung der Autofluoreszenzmikroskopie in einem Kotausstrich I . suis-Oozysten im Saugferkelkot 
nachzuweisen im Vergleich zu den herkömmlichen koproskopischen Anreicherungsmethoden mit 
nachfolgender Lichtmikroskopie.     
                                                                          
2. Vergleich einer modifizierter Ziehl-Neelsen-Färbung, der Karbolfuchsin-Färbung und eines 
kommerziellen Enzymimmunoassays zum Cryptosporidium-Nachweis im Kälberkot und Prüfung der 
Eignung dieser Verfahren in der Routinediagnostik unter Berücksichtigung des Einflusses der 
Lagerungstemperatur und -zeit auf die Untersuchungsergebnisse dieser Verfahren. 
 
3. Prüfung der Eignung verschiedener etablierter Verfahren zum Cryptosporidium-Nachweis beim Igel 
(Erinaceus europaeus L.) als Vertreter einer „minor species“ in der Routinediagnostik. Bei dieser 
Gelegenheit wurde auch die Verbreitung der Kryptosporidiose beim Igel in Deutschland betrachtet 
und eine Genotypisierung zur Einschätzung des zoonotischen Potenzials vorgenommen.  
 
4. Prüfung der Eignung von Sammelkotproben zur Bestandsdiagnostik im Hinblick auf  klinische und 
subklinische Kokzidiosen bei Rindern gegenüber Einzelkotproben, unter dem Aspekt, 
Untersuchungszeit und -kosten zu reduzieren.  
 
5. Verteilung von Strongyliden- und Askarideneiern in und Bedeutung der Homogenisierung von 
Pferdekotproben vor der Durchführung eines kombinierten Sedimentations-Flotations-Verfahren.  
 
Anhand dieser Studien sollten geeignete Methoden in der Routinediagnostik mit hinreichender 
Sensitivität und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, bei gleichzeitig möglichst geringem 
Arbeitsaufwand und niedrigen Untersuchungskosten, ermittelt werden, um Empfehlungen zur 
Durchführung einzelner Nachweisverfahren in der Diagnostik aussprechen zu können. Dies schließt 
den Einfluss der Transport- und Lagerungsverhältnisse (Temperatur und Zeit) auf die Ergebnisse der 
angewandten diagnostischen Verfahren ein.  
 
Im Folgenden wird der Aufbau dieser fünf Studien zum Erreichen der oben genannten Ziele erläutert. 
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2.1.1 Vergleich verschiedener Verfahren zum Nachweis von I. suis-Oozysten (Publikation 1)  
 
Die Untersuchung eines Kotausstriches auf I. suis-Oozysten im Saugferkelkot mittels 
Autofluoreszenzmikroskopie (AM) wurde mit den Untersuchungsergebnissen eines 
Flotationsverfahrens (FV) mit NaCl-Zucker-Lösung und eines kombinierten Sedimentations-
Flotations-Verfahrens (KSFV) mit verschiedenen Flotationslösungen (NaCl, ZnSO4, NaCl-Zucker-
Lösung) mit nachfolgender Lichtmikroskopie verglichen. Neben der Sensitivität wurden der 
Arbeitsaufwand und die Kosten erfasst. 
 
In die Studie wurden Ferkelkotproben einbezogen, bei denen mit dem FV (NaCl-Zucker-Lösung) 
maximal 40 Oozysten in 2 × 5 zufällig gewählten Blickfeldern mit 100facher Vergrößerung gefunden 
wurden. Die Proben wurden bis zur Untersuchung bei +8 °C im Kühlschrank gelagert. Insgesamt 
wurden 90 Ferkelkotproben parallel mit dem FV, den KSFV und der AM untersucht. Zur Simulation 
der Bedingungen in der Routinediagnostik wurden bei allen Verfahren zuerst die Oozysten in 2 × 5 
zufällig gewählten Blickfeldern bei 100facher Vergrößerung ausgezählt. Im Anschluss daran wurde 
die gesamte Fläche eines Deckglases (18 × 18 mm) durchmustert und die Gesamtzahl der I.suis-
Oozysten in den Präparaten ermittelt. 
 
 
2.1.2 Vergleich verschiedener Verfahren zum Nachweis von Cryptosporidium sp. und der 
Einfluss der Lagerungstemperatur und –zeit auf die Untersuchungsergebnisse 
(Publikation 2) 
 
Die modifizierte Ziehl-Neelsen-Färbung (MZN) nach HENRIKSEN und POHLENZ (1981), die 
Karbolfuchsin-Färbung (CF) nach HEINE (1982) und ein kommerzieller Enzymimmunoassay (EIA; 
ProSpecT® Cryptosporidium Microplate Assay) zum Nachweis von Cryptosporidium sp. beim Rind 
wurden im Hinblick auf Sensitivität und Eignung in der Routinediagnostik untersucht. Darüber hinaus 
wurde ein Einfluss der Lagerungstemperatur und -zeit auf die Untersuchungsergebnisse dieser 
Verfahren getestet.  
 
Im Kühlschrank bei +6 °C gelagerte Kotproben (n=103) wurden parallel mit der MZN, CF und dem 
EIA untersucht. Zur Auswertung der Färbungen wurden die Oozysten in zehn zufällig gewählten 
Blickfeldern bei 400facher Vergrößerung gezählt und die Anzahl der Oozysten pro Blickfeld in fünf 
Kategorien eingeteilt. In die 1. Kategorie wurden keine, in die 2. Kategorie 1-10, in die 3. Kategorie 
11-30, in die 4. Kategorie 31-70 und in die 5. Kategorie über 70 Oozysten pro Blickfeld eingeordnet. 
Die Fläche eines gesamten Deckglases (10 × 30 mm) wurde untersucht, wenn in 10 Blickfeldern keine 
Oozysten nachgewiesen wurden. Der Enzymimmunoassay wurde visuell ausgewertet. Eine klare 
Flüssigkeit ist bei Kryptosporidien-negativen Proben sichtbar, eine hellgelb bis dunkelgelbe Färbung 
erscheint, wenn das Antigen, welches bei der Vermehrung der Kryptosporidien im Darm gebildet 
wird, vorhanden ist. Neben der Sensitivität wurden die Arbeitszeit und die Kosten erhoben und 
bewertet. 
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Zur Ermittlung des Einflusses der Lagerungstemperatur und -zeit auf die Untersuchungsergebnisse der 
MZN, CF und des EIA wurden insgesamt 45 Kotproben in drei Sequenzen bis zu 27 Tagen bei 
verschiedenen Temperaturen gelagert. Jede Kotprobe wurde in zwei gleich große Portionen geteilt, 
von denen eine Portion bei +6 °C im Kühlschrank, die andere bei +16 °C, +30 °C oder +40 °C 
gelagert wurde. Ein Einfluss der Lagerungstemperatur und -zeit auf die Resultate der CF wurde 
vermutet, so dass die Untersuchung mit der CF in allen 3 Sequenzen sowohl bei der Portion im 
Kühlschrank als auch bei den Portionen, welche bei +16 °C, +30 °C und +40 °C gelagert wurden, 
durchgeführt wurde. Der EIA wurde nur am Studientag 0 und an den jeweils letzten Studientagen bei 
den Proben, die bei höheren Temperaturen (+16 °C bis + 40 °C) gelagert wurden, angewandt, da 
angenommen wurde, dass die Ergebnisse des EIA von der Lagerungstemperatur und -zeit unabhängig 
sind. Ebenfalls bestand die Vermutung, dass die Ergebnisse der MZN durch die Temperatur nicht 
beeinflusst werden. Um diese These zu bestätigen, wurde in der Sequenz 2 die MZN bei den Proben, 
die bei +30 °C gelagert wurden, an den Tagen durchgeführt, an welchen mit der CF keine Oozysten 
mehr nachgewiesen wurden. Hierbei wurde festgestellt, dass mit der MZN nicht in allen untersuchten 
Proben Oozysten nachgewiesen werden konnten (nicht veröffentlichte Daten), obwohl der EIA 
weiterhin positiv war, so dass eine weitere Sequenz durchgeführt wurde. In der Sequenz 3 wurden alle 
Proben, die bei +40 °C gelagert wurden, mit der MZN parallel zur CF untersucht. 
 
 
2.1.3 Kryptosporidiose beim Igel (Erinaceus europaeus L.): Vergleich verschiedener 
diagnostischer Verfahren und Studien über das Vorkommen und die Bestimmung der 
Genotypen der Cryptosporidium spp. (Publikation 3) 
 
Die in dieser Studie untersuchten 188 Kotproben stammten von Igeln (Erinaceus europaeus L.) aus 
zwei zeitlich getrennten Gruppen, welche aufgrund ihrer Unterentwicklung und Schwäche zum 
Überwintern in Igelstationen aufgenommen wurden. Die Igel der ersten Gruppe wurden von März bis 
April 2007, die Igel der zweiten Gruppe von September 2007 bis Januar 2008 beprobt. Zusätzlich 
wurde zwei Kotproben von einem privaten Labor, bei welchen Cryptosporidium sp. mittels eines 
Enzymimmunoassays nachgewiesen wurden, zur Genotypisierung bereitgestellt. 
 
Diese Kotproben wurden mit Immunoassays (IA), einem EIA (ProSpecT® Cryptosporidium 
Microplate Assay) und einem immunochromatographischen Verfahren (FASTest® CRYPTO Strip, 
MegaCor Diagnostik GmbH, Österreich), getestet. Zudem wurden die Igelkotproben mikroskopisch 
untersucht. In der ersten Gruppe wurde bei allen Proben, in der zweiten Gruppe nur bei den Proben, 
bei denen mittels IA Cryptosporidium sp. nachgewiesen wurden, die MZN nach HENRIKSEN und 
POHLENZ (1981) und ein direkter Immunfluoreszenz-Test (IFA, MERIFLUOR 
Cryptosporidium/Giardia, Meridian Bioscience, Inc. USA) durchgeführt. 
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Der EIA wurde wiederum visuell ausgewertet (klare Flüssigkeit: negativ; gelbe Farbe: positiv). Beim 
FASTest® zeigte eine rote Bande in der Testzone das Vorhandensein von Cryptosporidium-Antigen an 
(Abb. 2). Zur Auswertung der MZN und des IFA wurden die Kotausstriche bei 400facher 
Vergrößerung mittels Lichtmikroskopie (MZN) bzw. Autofluoreszenzmikroskopie (IFA) 
durchmustert.  
 
                                                                              
Abb. 2: positiver FASTest® - Kontrollzone (blauer Pfeil); Testzone (roter Pfeil) 
 
 
Bei ausreichend vorhandenem Probenmaterial wurden die Kotproben zusätzlich mittels Flotation mit 
ZnSO4-Lösung auf Wurmeier und Kokzidien-Oozysten bei 400facher Vergrößerung 
lichtmikroskopisch untersucht.  
 
Die molekulare Bestimmung der Kryptosporidien-Arten und Genotypen wurde anhand von 15 
Kryptosporidien-positiven Igelkotproben durchgeführt. Die DNA wurde mit dem DNA-
Extraktionsverfahren QIAmp DNA Stool Kit (Qiagen, Hilden, Germany) isoliert. Danach wurde mit 
der direkten Polymerasekettenreaktion (PCR) das 70 kDa Hitzeschockprotein-Gen (HSP70; 1924 bp) 
und das Actin-Gen (1070 bp) und mittels direkter und nested PCR das 60 kDa Glycoprotein-Gen 
(GP60), sowie mittels direkter PCR, nested PCR und Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus 
(RFLP)-PCR ein Produkt des 18S rRNA-Gens (850 bp) amplifiziert. Diese Amplicons wurden im 
Anschluss kloniert und sequenziert. Mit Hilfe des Genproduktes der 18S rRNA wurde die 
Kryptosporidien-Art bestimmt. Des Weiteren wurde die Sequenz des Genproduktes der 18S rRNA 
sowie des GP60, des HSP70 und des Actin-Gens zur Identifizierung der Genotypen verwendet. Zur 
phylogenetischen Analyse wurde das Neighbor-Joining-Verfahren genutzt und die Baumstrukturen 
jeweils mit den Sequenzen des HSP70, des Genproduktes der 18S rRNA und des Actin-Gens erstellt. 
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2.1.4 Die Eignung von Kälbersammelkotproben zum Nachweis von pathogenen                       
Eimeria-Arten (Publikation 4) 
 
Aus einer positiven und neun negativen Einzelkotproben (SKP10) wurden 70 bzw. aus einer positiven 
und vier negativen Einzelkotproben (SKP5) 30 Kälbersammelkotproben hergestellt. Die Kotproben 
wurden quantitativ mittels modifizierter McMaster-Methode (THIENPONT et al. 1990) untersucht 
und die Oozystenanzahl pro Gramm (OpG) von E. bovis einerseits und allen anderen Eimeria-Arten 
als Gruppe andererseits bestimmt (Nachweisgrenze 50 OpG). Die positiven Einzelkotproben wurden 
entsprechend des Gesamtoozystengehaltes in die Kategorien 1 bis 4 eingeteilt. Eine positive 
Einzelkotprobe (EKP) mit einem Gesamtoozystengehalt von 365 OpG, welche mit erwarteten 37 OpG 
in der SKP10 unterhalb der Nachweisgrenze lag, wurde der Kategorie 1, zwei weitere positive EKP 
mit Gesamtoozystenzahlen von 450 bzw. 610 OpG, welche mit ihren erwarteten OpG-Werten (61-122 
OpG) in der SKP10 und SKP5 wenig oberhalb der Nachweisgrenze lagen, wurden der Kategorie 2 
zugeordnet. Die Kategorie 3 bildeten zwei positive EKP mit Gesamtoozystenzahlen von 2020 und 
2565 OpG, bei denen die erwarteten OpG-Werte im Bereich subklinischer Kokzidiosen lagen 
(CORNELISSEN et al. 1995, MUNDT et al. 2005c, BANGUORA et al. 2012). In die Kategorie 4 
wurden zwei positive EKP einsortiert, die Gesamtoozystenzahlen von 6320 und 7010 OpG aufwiesen 
und mit ihren erwarteten OpG-Werten im Bereich klinischer Kokzidiosen lagen (MUNDT et al. 
2005c, BANGOURA et al. 2012). Die Anzahl der Oozysten in den SKP10 und SKP5 wurden mit dem 
Oozystengehalt (arithmetischer Mittelwert) der jeweiligen 10 oder 5 EKP verglichen (Publikation 4, 
Tab. 1). 
 
Zudem wurden zwei verschiedene Methoden der Homogenisierung (im Mörser oder im 
Rektalisierungshandschuh) ausgewertet und ein Einfluss der Reihenfolge untersucht, in welcher die 
positive Einzelkotprobe zu den negativen Proben hinzugefügt wurde. 
 
 
2.1.5 Verteilung der Strongyliden- und Ascarideneier in Pferdekotproben und Untersuchung 
eines modifizierten kombinierten Sedimentations-Flotations-Verfahrens (Publikation 5) 
 
In dieser Studie wurden 51 Pferdekotproben dreimal parallel mit dem kombinierten Sedimentations-
Flotations-Verfahren (KSFV) mit ZnSO4-Lösung untersucht. Das Probenmaterial (10 g) wurde jeweils 
aus der Randregion, dem Inneren oder sowohl vom Rand als auch vom Inneren entnommen, um die 
Verteilung von Nematodeneiern innerhalb einer Pferdekotprobe ermitteln zu können. Danach wurde 
durch Zugabe von Wasser im Massenverhältnis 1:1 die verbliebene Kotmenge homogenisiert und 
anschließend dreimal jeweils 20 g dieser Suspension mit dem KSFV untersucht. Zur Überprüfung, ob 
bei der Homogenisierung die Eier von den festen Kotpartikeln gelöst werden und sich in der 
Flüssigkeit anreichern, enthielten die jeweils letzten 20 g vermehrt Flüssigkeit. Zur Ermittlung der 
Eizahlen wurde die gesamte Fläche eines Deckglases (18 × 18 mm) lichtmikroskopisch durchmustert, 
die absoluten Eizahlen notiert und die Probe entsprechend dieser Eizahlen in die Kategorien 1 bis 5 
eingeteilt. In der Kategorie 1 wurden keine Eier, in der Kategorie 2 wurden 1-10 Eier, in der Kategorie 
3 wurden 11-50 Eier, in der Kategorie 4 wurden 51-100 Eier und in der Kategorie 5 über 100 Eier 
nachgewiesen. 
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3 Übergreifende Diskussion 
 
Zum Nachweis von Parasiten gibt es viele verschiedene diagnostische Verfahren (LEVINE et al. 1960, 
EGWANG u. SLOCOMBE 1981, BOCH et al. 1982, FAYER u. UNGAR 1986, GARCIA u. 
SCHIMIZU 1997, WILLIAMSON et al. 1998, BEELITZ et al. 2001, DAUGSCHIES et al. 2001, 
BIALEK et al. 2002, JOACHIM et al. 2004, WEITZEL et al. 2006, TRAVERSA et al. 2008, 
SKOTAREK et al. 2010). In Kotausstrichen sind parasitische Entwicklungsstadien aufgrund der 
zahlreichen Kotpartikel häufig nur schwer zu erkennen. Die Flotation und Sedimentation sowie die 
Kombination dieser beiden Verfahren führt zum einen zur Trennung der Kotbestandteile von den 
Parasitenstadien und darüber hinaus zur Anreicherung von Oozysten und Wurmeiern, so dass deren 
Nachweis erleichtert wird (ECKERT et al. 2005, BAUER 2006). Dennoch können nicht alle 
Kotbestandteile mit diesen im Routinelabor üblichen Verfahren entfernt werden, so dass die mit dem 
Kot ausgeschiedenen Stadien von Protozoen wie z.B. den Kryptosporidien oder Isospora suis, die sehr 
klein sind und eine ungefärbte oder nur schwach gefärbte Oozystenwand besitzen, auch mit diesen 
Methoden nicht sicher nachweisbar sind (BOCH et al. 1982, KIRKPATRICK 1985, O´DONOGHUE 
1995, MEYER et al. 1999). Weitere Verfahren wie Färbemethoden, Fluoreszenzmikroskopie, 
Antigennachweise im Kot sowie PCR werden aus diesem Grund häufig zum Nachweis von Protozoen 
angewendet. Bei Färbungen und der Fluoreszenzmikroskopie sind die Protozoen durch den farbigen 
Kontrast zum Hintergrund deutlich sichtbar (BOCH et al. 1982, FAYER u. UNGAR 1986, 
DAUGSCHIES et al. 2001, JOHNSTON et al. 2003). Die Sensitivität der Färbemethoden und der 
Fluoreszenzmikroskopie, sofern nicht die Autofluoreszenz genutzt wird, variiert zwischen den 
einzelnen Methoden, da die verschiedenen Farbstoffe von Protozoenoozysten unterschiedlich gut 
gebunden bzw. unterschiedliche Antikörperbindungen genutzt werden. Zudem werden bei den 
verschiedenen Anfertigungsschritten ein Teil der Parasitenstadien zerstört, entfernt oder 
unbeabsichtigt wieder entfärbt (HEINE 1982, BAXBY u. BLUNDELL 1983, KIRKPATRICK 1985, 
FAYER u. UNGAR 1986, MARKS et al. 2004). Durch EIA oder immunochromatographische 
Verfahren werden Antigene im Kot mit unterschiedlicher Sensitivität nachgewiesen (GARCIA u. 
SHIMIZU 1997, IGNATIUS et al. 1997, JOHNSTON et al. 2003, MARKS et al. 2004, WEITZEL et 
al. 2006). Zum Nachweis eignen sich Antikörper gegen Oozystenantigene und bei der Vermehrung der 
Protozoen im Darm gebildete Antigene (GARCIA et al. 1992, PARISI u. TIERNO 1995, IGNATIUS 
et al. 1997, MARKS et al. 2004). Die PCR besitzt vor allem zur genauen molekularen Untersuchung 
der Parasiten eine große Bedeutung, kann aber auch zum Parasitennachweis verwendet werden 
(RUTTKOWSKI et al. 2001, BIALEK et al. 2002, ENEMARK et al. 2002, JOACHIM et al. 2004, 
TRAVERSA et al. 2008, XIAO 2010). 
 
Die erwähnten Verfahren weisen Unterschiede in der Sensitivität, im Arbeitsaufwand, in der Eignung 
für die Routinediagnostik sowie in den Kosten auf. Verschiedene Verfahren zum Nachweis einzelner 
Parasitenstadien wurden im Hinblick auf diese Parameter in den vorliegenden Publikationen 
miteinander verglichen. 
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3.1 Vergleich verschiedener Verfahren zum Nachweis von I. suis-Oozysten 
(Publikation  1) 
 
I. suis-Oozysten sind klein und wenig kontrastreich, so dass diese im fetthaltigen Saugferkelkot 
lichtmikroskopisch nur schwer zu erkennen sind (MEYER et al. 1999). Ihre Fähigkeit zur 
Autofluoreszenz eröffnet eine neue diagnostische Möglichkeit (DAUGSCHIES et al. 2001). 
Die Untersuchung eines Kotausstriches auf I. suis-Oozysten mittels AM war signifikant sensitiver als 
die Untersuchung durch Anreicherungsverfahren (FV und KSFV) mit nachfolgender 
Lichtmikroskopie (Publikation 1). Durch die Fähigkeit der I. suis-Oozysten zur Autofluoreszenz sind 
diese mit dem Epifluoreszenzmikroskop im Gegensatz zur lichtmikroskopischen Untersuchung 
deutlich zu erkennen. Schon DAUGSCHIES et al. (2001) berichteten von signifikant besseren 
Ergebnissen der AM, wenn Kotausstriche mittels AM oder Lichtmikroskopie sowie, wenn Proben 
nach Anreicherung mit nachfolgender AM oder Lichtmikroskopie untersucht wurden. In der 
vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass auch die Untersuchung eines Kotausstriches mittels 
AM, obwohl eine geringere Kotmenge als bei Anreicherungsverfahren untersucht wird, den 
Anreicherungsmethoden mit nachfolgender Lichtmikroskopie deutlich überlegen ist.  
 
Während die Untersuchungsergebnisse mittels AM schon nach 3-5 Minuten vorliegen, erhält man die 
Untersuchungsergebnisse mittels FV und KSFV nach 15-20 Minuten bzw. 45-50 Minuten. Trotzdem 
sich der Arbeitsaufwand durch die anfallenden Wartezeiten bei der Durchführung des FV und KSFV 
auf 12-17 Minuten (FV) und 10-15 Minuten (KSFV) reduziert, liegt dieser weiterhin deutlich über 
dem Arbeitsaufwand bei Anwendung der AM (3-5 Minuten).  
 
Die Materialkosten zur Durchführung des FV und KSFV sind gering und betragen pro 1 Proben 5,8 
Cent (FV), 5,9 Cent (KSFV mit NaCl-Lösung), 6,3 Cent (KSFV mit NaCl-Zucker-Lösung) oder 12,5 
Cent (KSFV mit ZnSO4). Im Gegensatz dazu ist für die Anwendung der AM die Anschaffung eines 
Epifluoreszenzmikroskops nötig. Diese Investition hat sich aber bei der Untersuchung vieler Proben 
durch den geringen Arbeits- und Zeitaufwand mittels AM und somit geringer Personalkosten schnell 
ausgezahlt. Zudem gehören Epifluoreszenzmikroskope zur Standardausrüstung vieler diagnostischer 
Labore, bei denen auch IFA durchgeführt werden, so dass in diesem Fall bis auf die Anschaffung der 
richtigen Filterkombination keine Investitionskosten anfallen. Weitere Materialkosten entstehen durch 
das Benutzen der Quecksilberlampe. Ihre Brenndauer beträgt ca. 200 Stunden, in denen 2000-2500 
Kotproben untersucht werden können, so dass die Materialkosten bei der Untersuchung einer 
Ferkelkotprobe mittels AM ungefähr 0,4 Cent kostet. Somit liegen die Material- und Personalkosten 
zur Durchführung der AM, sofern ein Epifluoreszenzmikroskop im Labor vorhanden ist, deutlich 
unterhalb der Kosten des FV und KSFV.  
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3.2 Vergleich verschiedener Verfahren zum Nachweis von Cryptosporidium 
sp. und der Einfluss der Lagerungstemperatur und -zeit auf die 
Untersuchungsergebnisse (Publikation 2 und 3) 
 
Die Cryptosporidium-Oozysten sind mittels Anreicherungsverfahren und nachfolgender 
Lichtmikroskopie schwer zu erkennen (BOCH et al 1982, KIRKPATRICK 1985, O´DONOGHUE 
1995). Aus diesem Grund gibt es zum Nachweis von Cryptosporidium sp. eine Vielzahl an 
Färbemethoden und Immunoassays (KIRKPATRICK 1985, FAYER u. UNGAR 1986, 
O´DONOGHUE 1995, GARCIA u. SHIMIZU 1997, WEITZEL et al. 2006). 
 
Die Anzahl der Proben, in denen Cryptosporidium sp. nachgewiesen wurden, waren mittels EIA 
(ProSpecT® Cryptosporidium Microplate Assay (Remel, Lenexa, KS, USA)) am höchsten und 
signifikant höher als bei der Auswertung durch die MZN (HENRIKSEN u. POHLENZ 1981), wenn 
10 Blickfelder untersucht wurden. Bei der Untersuchung des gesamten Deckglases war dieser 
Unterschied nicht mehr signifikant (Publikation 2). Auch die Studien von MARKS et al. (2004) und 
CHALMERS et al. (2011b) zeigten eine signifikant höhere Sensitivität des EIA im Vergleich zu einer 
säurefesten Färbung (MZN; GARCIA et al. 1983, HEALTH PROTECTION AGENCY 2007) und in 
den Studien von KEHL et al. (1995), IGNATIUS et al. (1997), EL-MOAMLY u. EL-SWEIFY (2011) 
waren die Ergebnisse zwischen dem EIA und einer säurefesten Färbung (modifizierte Kinyoun`s 
Färbung (MKF)) vergleichbar. Dagegen berichteten JOHNSTON et al. (2003) von einer signifikant 
niedrigeren Sensitivität des EIA im Vergleich zu einer MKF. Diese unterschiedlichen Ergebnisse sind 
wahrscheinlich auf die spezifischen Studienbedingungen zurückzuführen (Tabelle 3.1 und 3.2).  
 
In der vorliegenden Studie wurde ein Einfluss der Auswertungsintensität auf das 
Untersuchungsergebnis nachgewiesen. Die Durchmusterung des gesamten Deckglases ergab mehr 
positive Proben gegenüber der Untersuchung von nur 10 Blickfeldern. Zudem scheint die Art der 
angewendeten säurefesten Färbung das Untersuchungsergebnis zu beeinflussen, da in der Publikation 
2 sowie bei MARKS et al. (2004) und CHALMERS et al. (2011b) die Anzahl der Kryptosporidien-
positiven Kotproben mit einer MZN signifikant geringer war als mittels EIA. Dagegen war die 
Sensitivität der säurefesten Färbung in den Studien, bei welchen die MKF durchgeführt wurde, 
vergleichbar oder höher als für den EIA (KEHL et al. (1995), IGNATIUS et al. (1997), JOHNSTON 
et al. (2003), EL-MOAMLY und EL-SWEIFY (2011)) (Tabelle 3.1 und 3.2). Weiterhin liegt die 
Vermutung Nahe, dass auch die Art der Anreicherung der Cryptosporidium-Oozysten vor der 
Durchführung der säurefesten Färbung einen bedeutenden Einfluss auf das Untersuchungsergebnis 
hat. JOHNSTON et al. (2003) konnten in ihrer Studie, bei welcher die Cryptosporidium-Oozysten 
durch eine wiederholte Sedimentation mit Formalin-Ethylether angereichert wurden, eine signifikant 
höhere Sensitivität der säurefesten Färbung gegenüber dem EIA nachweisen (Tabelle 3.1 und 3.2).  
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Tabelle 3.1: Studienbedingungen bei KEHL et al. (1995), IGNATIUS et al. (1997),  JOHNSTON 
et al. (2003) und EL-MOAMLY u. EL-SWEIFY (2011) – Vergleich MKF und EIA 
                                                                                                                                                       
 
 
Studie KEHL 
et al. (1995) 
IGNATIUS 
et al. (1997) 
JOHNSTON 
et al. (2003) 
EL-MOAMLY 
u. EL-SWEIFY 
(2011) 
MKF 
 
 
Herkunft der  
Kotprobe 
Mensch     Mensch 
Kalb (1x) 
 
Mensch Mensch 
Konservierung/ 
Lagerung 
SAF1 
+ 2-6°C 
SAF Formalin 
(10%) 
Formalin  
(10%) 
1. Anreicherung 
(Sedimentation mit 
Zentrifugation) 
SAF Formalin-
Ethylether 
Formalin- 
Ethylether 
Formalin- 
Ethylether 
2. Anreicherung 
(Sedimentation mit 
Zentrifugation) 
keine keine Formalin- 
Ethylether 
keine 
Auswertung gesamtes 
Deckglas  
(14,5 × 14,5 mm) 
gesamtes 
Deckglas 
(k.w.A.2) 
 
gesamtes 
Deckglas  
(20 × 20 
mm) 
gesamtes  
Deckglas 
(20 × 20 mm) 
EIA 
Konservierung/ 
Lagerung 
SAF 
+ 2-6°C 
SAF Formalin 
(10%) 
Formalin 
(10%) 
Auswertung Spektro- 
photometer 
Spektro- 
photometer 
a) visuell  
b)Spektro- 
photometer 
Spektro- 
photometer 
 Signifikante 
Unterschiede 
 in der Sensitivität 
zwischen  
EIA und MKF 
kein 
Signifikanter 
Unterschied 
 
 
kein 
Signifikanter 
Unterschied 
 
EIA < MKF kein 
Signifikanter 
Unterschied 
 
 
 
1SAF = Natriumacetat, Essigsäure, Formalin 
2k.w.A. = keine weiteren Angaben 
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Tabelle 3.2: Studienbedingungen bei MARKS et al. (2004), CHALMERS et al. (2011) und der 
Publikation 2 - Vergleich MZN und EIA 
 
 
 
Studie MARKS 
et al. 2004 
CHALMERS 
et al. 2011b 
Publikation 2  
MZN 
 
 
Herkunft  
der Kotprobe 
Katze Mensch Kalb 
Konservierung/  
Lagerung 
Formalin (10%) 
+ 21°C 
+2 bis +8 °C 
 
+ 6 °C 
1. Anreicherung 
(Sedimentation mit 
Zentrifugation) 
destilliertes 
Wasser 
keine keine 
2. Anreicherung 
(Sedimentation mit 
Zentrifugation) 
Formalin  
(10%) 
keine keine 
Färbung MZN  
(GARCIA 
 et al. 1983) 
MZN 
(Health  
Protection  
Agency 2007) 
MZN  
(HENRIKSEN u. 
POHLENZ 1981) 
Auswertung gesamtes Deckglas   
(18 × 18 mm) 
50 Blickfelder  
(500fache 
Vergrößerung) 
 
a) 10 Blickfelder 
b) gesamtes 
Deckglas  
(10 × 30 mm) 
EIA 
Konservierung/  
Lagerung 
- 75°C +2 bis +8 °C 
 
+ 6°C 
Auswertung visuell  
Spektrophotometer 
Spektrophotometer visuell 
 Signifikante  
Unterschiede  
in der Sensitivität 
zwischen EIA  
und MZN 
EIA > MZN EIA > MZN a) EIA > MZN 
b) kein signifikanter 
Unterschied 
(EIA = MZN) 
 
 
 
Zwischen der Sensitivität des EIA und der CF nach HEINE (1982) konnte in der vorliegenden Studie 
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Dagegen berichteten CIRAK u. BAUER (2004) 
von einer signifikant höheren Sensitivität des EIA im Vergleich zur CF nach HEINE (1982). Sie 
diskutierten falsch positive Ergebnisse des EIA und Kreuzreaktionen. Zu Bedenken ist auch, dass 
durch die Färbemethoden intakte Oozysten, bei der Verwendung des EIA dagegen ein bei der 
Vermehrung der Kryptosporidien-Oozysten im Darm gebildetes Glycoprotein, nachgewiesen werden 
und widersprüchliche Resultate zwischen Färbemethoden und EIA auch durch die unterschiedlichen 
Nachweisprinzipien hervorgerufen werden können. 
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Im Bezug auf die Anzahl der positiven Proben waren die CF und die MZN vergleichbar, quantitativ 
hingegen war die CF der MZN überlegen (Publikation 2). Ähnliche Ergebnisse wurden von AMATO 
NETO et al. (1996) berichtet. BAXBY u. BLUNDELL (1983) vermuteten, dass der kritische Punkt bei 
der Färbung eines Kotausstriches mit der MZN die Entfärbung mittels Schwefelsäure ist. Die 
Behandlung mit Schwefelsäure darf nur maximal 60 Sekunden durchgeführt werden und ist abhängig 
von der Dicke des Kotausstriches (HENRIKSEN u. POHLENZ 1981). Ein zu langes Einwirken der 
Schwefelsäure führt nicht nur zur Entfärbung des Hintergrundes, sondern kann auch eine Entfärbung 
einzelner Oozysten hervorrufen, so dass diese nicht mehr nachweisbar sind. 
 
Die Anzahl der Igelkotproben, in denen Cryptosporidium sp. nachgewiesen wurden, waren mittels der 
Nachweisverfahren, die in der Publikation 3 getestet wurden (ein EIA (ProSpecT® Cryptosporidium 
Microplate Assay (Remel, Lenexa, KS, USA), der FASTest® CRYPTO Strip (MegaCor Diagnostik 
GmbH, Österreich), die MZN nach HENRIKSEN u. POHLENZ (1981) und ein IFA (MERIFLUOR 
Cryptosporidium/Giardia (Meridian Bioscience, Inc. USA)), vergleichbar. Jedoch konnten in dieser 
Studie nur in sehr wenigen Proben Kryptosporidien-Oozysten nachgewiesen werden, so dass die 
Aussagekraft dieser Untersuchungsergebnisse gering ist. In der Studie von MARKS et al. (2004) 
hingegen wies der IFA eine signifikant geringere Sensitivität im Vergleich zum EIA und der MZN 
nach GARCIA et al. (1983) auf, während in anderen Studien die Sensitivität des IFA geringgradig 
höher war als die einer säurefeste Färbung und des EIA (MACPHERSON u. MCQUEEN 1993 (MZN 
nach HENRIKSEN u. POHLENZ (1981)), KEHL et al. 1995 (MKF; EIA), GARCIA u. SHIMIZU 
1997, JOHNSTON et al. 2003 (MKF; EIA)). In der Studie von ALLES et al. (1995) war die Anzahl 
positiver Proben mittels IFA sogar deutlich höher als die mittels einer säurefesten Färbung (MKF). 
Die spezifischen Studienbedingungen (Tierart, Erfahrung des Untersuchers, Anreicherung u.a.) sind 
wahrscheinlich die Ursache dieser unterschiedlichen Ergebnisse. MARKS et al. (2004) räumten ein, 
dass die Sensitivität des IFA in ihrer Studie nicht die wahre Sensitivität repräsentiert. Bei der 
Durchführung des IFA sind die kritischen Punkte das Abspülen der Reagenzien sowie das Entfernen 
des überschüssigen Puffers vom Objektträger. Ein unachtsames Vorgehen kann zum Entfernen einer 
großen Anzahl an Oozysten führen. MARKS et al. (2004) vermuten, dass eine unvorsichtige 
Durchführung des IFA der Grund der geringen Sensitivität des IFA in ihrer Studie ist.  
Die ermittelte Sensitivität des FASTest® im Vergleich zu der MZN nach CURRENT (1989) als 
Standardmethode beträgt in der Studie von LUGINBÜHL et al. (2005) 75%, die Spezifität 100%. 
Falsch negative Ergebnisse traten vor allem bei Proben mit einem niedrigen Oozystengehalt auf, so 
dass bei klinisch ernsthaften Fällen ein positives Resultat zu erwarten ist (LUGINBÜHL et al. 2005). 
Potentielle Ursachen der unterschiedlichen Ergebnisse zwischen dieser und der eigenen Studie 
könnten die geringe Anzahl an positiven Proben in der eigenen Studie sowie andere 
Studienbedingungen wie z.B. Tierart und Art der angewendeten MZN sein.  
 
Hinsichtlich der Zeitintensität war der FASTest® und die CF dem IFA, der MZN und dem EIA 
deutlich überlegen (Publikation 2 und nicht veröffentlichte Daten der Studie 3). Die 
Untersuchungsergebnisse liegen mit dem FASTest® (8,5-12,5 Minuten) und der CF (10-15 Minuten) 
deutlich schneller vor als mittels der MZN (73-78 Minuten), des IFA (65-95 Minuten) und des EIA 
(102 Minuten). Die Differenz im Arbeitsaufwand bei der Durchführung der einzelnen Methoden ist 
deutlich geringer, da ein Großteil der aufgewendeten Zeit durch Einwirkzeiten hervorgerufen wird. 
Der Arbeitsaufwand beträgt, vorausgesetzt, dass bei den Färbemethoden nur 10 Blickfelder untersucht 
werden, bei dem IFA 5 Minuten, der MZN 3 Minuten, dem EIA 2 Minuten, dem FASTest® 1,5 
Übergreifende Diskussion 
56 
Minuten und der CF 1-2 Minuten in Abhängigkeit davon wie oft überprüft werden muss, ob der 
Ausstrich bereit zur Auswertung ist. Während sich der FASTest®, der IFA, die MZN und der EIA gut 
in den Arbeitablauf eines diagnostischen Labors integrieren lassen, wird bei der CF während der 
gesamten 10-15 Minuten die Aufmerksamkeit des Personals benötigt (Publikation 2). Die CF führt im 
Gegensatz zur MZN nicht zu einer permanenten Fixierung des Präparates, sondern die Untersuchung 
auf Cryptosporidium-Oozysten ist nur innerhalb einer kurzen Zeitspanne nach dem Trocknen möglich 
(BOCH et al. 1982, HEINE 1982). Dieser Nachteil der CF wird bei der Untersuchung vieler Proben 
aufgehoben, da während der Trockenzeit weitere Präparate hergestellt werden können. 
 
Die Materialkosten des IFA und des EIA sind deutlich höher als die Kosten der CF (7,2 Cent) und der 
MZN (11 Cent), reduzieren sich aber je mehr Proben gleichzeitig untersucht werden, da bei jedem 
Ansatz nur eine Positiv- und eine Negativkontrolle mitgeführt werden muss. So kostet die 
Untersuchung einer Probe 5,00 Euro (IFA) bzw. 7,60 Euro (EIA); dagegen betragen die 
Materialkosten von 20 Proben nicht 100 Euro (IFA) bzw. 152 Euro (EIA), sondern nur 31,73 Euro 
(IFA) bzw. 55,70 Euro (EIA). Ein Epifluoreszenzmikroskop gehört zur Standardausrüstung vieler 
diagnostischer Labore. Daher wurde bei dieser Kostenberechnung vorrausgesetzt, dass bei der 
Durchführung des IFA im Labor ein Epifluoreszenzmikroskop vorhanden ist. Die Kosten des 
FASTest® liegen dagegen unabhängig von der Anzahl der Proben, die parallel untersucht werden, bei 
6,50 Euro. Die Gesamtkosten (Material- und Personalkosten) sind mittels der CF, gefolgt von der 
MZN am geringsten und mittels des EIA am höchsten. Während die Gesamtkosten des IFA bei der 
Untersuchung einer Probe vergleichbar sind mit den Kosten des FASTest®, reduzieren sich die 
Gesamtkosten des IFA sowie des EIA im Gegensatz zum FASTest®  bei hohen Probendurchsatz.  
 
 
BROOK et al. (2008) zeigten, dass eine MZN, die Auramin-Phenol-Färbung und der EIA (ProSpecT®) 
geeignet waren sowohl in frischen als auch in Kotproben, welche tiefgefroren gelagert waren, 
Cryptosporidium sp. nachzuweisen. Der Einfluss von Temperaturen über +6 °C auf die Detektion von 
Cryptosporidium sp. im Kot wurde bisher nicht untersucht. Höhere Temperaturen können im Sommer 
oder in tropischen Regionen beim Transport ungekühlter Proben in Fahrzeugen schnell erreicht 
werden. 
 
In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass in einzelnen Proben, die am Studientag 0 
Cryptosporidium-positiv waren und dann bei +16 °C, +30 °C und +40°C gelagert wurden, schon nach 
wenigen Tagen mit den Färbemethoden keine Oozysten mehr sichtbar waren. Dieser negative Einfluss 
auf die Resultate der Färbemethoden steigt mit steigender Temperatur und längerer Lagerungszeit der 
Proben an. Darüber hinaus wurde festgestellt, dass auch bei den Kryptosporidien-positiven Proben, die 
bei +6 °C gelagert wurden, abhängig von der Lagerungszeit mittels der CF zunehmend keine Oozysten 
mehr nachweisbar waren. 
 
Die Cryptosporidium-Oozysten werden bei der CF durch ihre lichtbrechende Eigenschaft aufgrund 
ihrer kugeligen Form erkannt (HEINE 1982). Es ist anzunehmen, dass die Durchlässigkeit der 
Oozystenwand während der Lagerung abhängig von der Temperatur und Zeit zunimmt, die Oozysten 
kollabieren und somit die kugelige Form und ihre lichtbrechende Eigenschaft verlieren, so dass sie 
mittels der CF nicht sichtbar sind (Abb. 3). 
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Abb. 3: Karbolfuchsin-Färbung (CF) nach HEINE (1982) 
I   Intakte Kryptosporidien-Oozysten (lichtbrechend) 
II  Bei +40 °C über 4 Tage gelagerte Kotprobe: Kryptosporidien-Oozysten mit  
     reduzierter (weiße Pfeile) oder fehlender (schwarze Pfeile) lichtbrechender Eigenschaft 
 
Durch die MZN werden die Cryptosporidium-Oozysten rot angefärbt und sind als kreisrunde, rote 
Gebilde zu erkennen (HENRIKSEN u. POHLENZ 1981, CASEMORE et al. 1985, FAYER u. 
UNGAR 1986, CLARKE u. MCINTYRE 2001). Durch die Lagerung der Oozysten bei höheren 
Temperaturen verliert die Oozystenwand scheinbar mit der Lagerungszeit zunehmend ihre säurefeste 
Eigenschaft, so dass die bei der Durchführung der MZN gefärbten Oozysten komplett oder teilweise 
entfärbt werden können. Diese Vermutung liegt nahe, da sich die Rotfärbung der Oozysten aus den 
Proben, welche bei +30 °C gelagert wurden, nur auf vereinzelte Flecken oder Punkte beschränkte. 
Proben mit derartig gefärbten Oozysten, die nicht das typische Aussehen aufweisen, können falsch 
negativ bewertet werden (Abb. 4). 
 
Abb. 4: Modifizierte Ziehl-Neelsen-Färbung (MZN) nach HENRIKSEN u. POHLENZ (1981) 
I    Intakte Kryptosporidien-Oozysten 
II  Bei + 40 °C über mehrere Tage gelagerte Kotproben: Kryptosporidien-Oozysten  
     verlieren zunehmend ihre säurefeste Eigenschaft 
II 
10 µm 
I 
10 µm 
I
I 
10 µm 
I 
10 µm 
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Die Ergebnisse mittels EIA hingegen wurden von der Temperaturhöhe und der Lagerungszeit nicht 
beeinflusst.  
 
 
3.3 Kryptosporidiose beim Igel (Erinaceus europaeus L.): Das Vorkommen 
und die Bestimmung der Genotypen der Cryptosporidium spp. 
(Publikation 3) 
 
In 188 untersuchten Igelkotproben wurde Cryptosporidium spp. in 56 Kotproben (29,8 %) 
nachgewiesen. Dieses häufige Auftreten von Cryptosporidium spp. in den untersuchten Igelgruppen 
kann nicht auf die gesamte Igelpopulation übertragen werden, da die Proben von unterentwickelten 
und geschwächten Igeln stammten, welche zur Überwinterung in Igelstationen aufgenommen wurden 
und häufig eine veränderte Kotkonsistenz aufwiesen, und somit vorselektiert waren. Die Bestimmung 
der Prävalenz von Cryptosporidium spp. beim Igel ist kaum möglich, da dieser in Deutschland unter 
Naturschutz steht und gesunde Igel ohne Ausnahmegenehmigung nicht von Menschen aufgenommen 
werden dürfen. Eine höhere Infektionsrate junger, erst kürzlich in die Igelstationen aufgenommener 
Igel (Gruppe 2) im Vergleich zu älteren Igeln (Gruppe 1) war zu erwarten, da die Kryptosporidiose 
vor allem bei Jungtieren und Individuen mit geschwächten Immunsystem auftritt (FAYER u. UNGAR 
1986, O`DONOGHUE 1995, LENDNER et al. 2011). Ein Zusammenhang zwischen einer Infektion 
mit Kryptosporidien und anderen Parasiten konnte in dieser Studie nicht nachgewiesen werden. 
 
Die Kryptosporidien aus 15 Igelkotproben wurden molekularbiologisch genauer charakterisiert und 
konnten durch Genotypisierung anhand des 18S rRNA-Gens (850 bp) als Cryptosporidium parvum 
bestimmt werden. Durch die molekulare Untersuchung des GP60 wurden 3 verschiedene Subtypen 
nachgewiesen. Einem Isolat konnte die Subtyp-Familie IIa (IIa A19G1R1) zugeordnet werden. Dieser 
Subtyp besitzt zoonotisches Potenzial und wurde zuvor schon beim Rind (WIELINGA et al. 2008, 
BROOK et al. 2009, PLUTZER u. KARANIS 2009) und beim Mensch (SOBA u. LOGAR 2008, 
PLUTZER u. KARANIS 2009) beschrieben. Des Weiteren konnte der Subtyp IIcA5G3 nachgewiesen 
werden, der bisher nur beim Mensch beschrieben und als humanspezifischer Subtyp von C. parvum 
angesehen wurde (SOBA u. LOGAR 2008, XIAO u. FAYER 2008, PLUTZER u. KARANIS 2009, 
HIJJAWI et al. 2010, XIAO 2010, DEL CHIERICO et al. 2011, AYINMODE et al. 2012). Eine 
Erklärung wäre, dass dieser Subtyp beim Igel als Darmpassant auftritt. Dem steht entgegen, dass alle 
Proben, bei denen dieser Subtyp gefunden wurde, bei der Untersuchung mittels EIA (ProSpecT®), 
welcher ein Antigen nachweist, das bei der Vermehrung der Kryptosporidien im Darm gebildet wird, 
deutlich positiv waren sowie die hohen Oozystenzahlen in diesen Proben. Dennoch ist nicht eindeutig 
geklärt, ob der Igel am Infektionszyklus von C. parvum IIc aktiv beteiligt oder nur sekundär durch 
Kontamination der Umwelt mit menschlichen Oozysten betroffen ist. Der dritte Subtyp konnte keiner 
bisherigen Subtypen-Familie zugeordnet werden und wurde als neue VIIa Subtypen-Familie 
vorgeschlagen. Eine Infektion des Menschen mit Cryptosporidium sp. VIIa Subtypen-Familie wurde 
bisher nicht beschrieben und das zoonotische Potential dieses Genotyps ist unbekannt. Durch die 
phylogenetische Analyse anhand des HSP70-Gens konnte die VIIa Subtypen-Familie aber als 
seperater Stamm in naher Verwandtschaft zu C. parvum und C. hominis eingefügt werden, weshalb 
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ein zoonotisches Potential der Cryptosporidium sp. VIIa Subtypen-Familie nicht ausgeschlossen 
werden kann. 
 
 
3.4 Die Eignung von Kälbersammelkotproben zum Nachweis von 
pathogenen Eimeria spp. (Publikation 4) 
 
Die Untersuchung von Kälbersammelkotproben zum Nachweis von Eimeria-Arten stellt aufgrund der 
geringen Material- und Personalkosten eine kostengünstige Variante zur Untersuchung einzelner 
Kotproben dar. 
 
In den SKP10 konnten ab einem mittleren Oozystengehalt von 202 OpG immer Oozysten 
nachgewiesen werden (Publikation 4). Diese hohe Nachweissicherheit im Bereich von 202 OpG ist 
ausreichend, um einen Großteil der klinischen Kokzidiosen zu erfassen, da bei diesen häufig mittlere 
OpG-Werten deutlich oberhalb von 202 OpG auftreten (CHIBUNDA et al. 1997, MUNDT et al. 
2005c, STASCHEN 2009, BANGOURA et al. 2012). Selten werden dagegen bei klinischen 
Kokzidiosen niedrige OpG-Werten angetroffen, z.B. bei hochgradig wässriger Diarrhoe oder Kot mit 
Blut- und Gewebebeimengungen (HAMMOND et al. 1944, DAUGSCHIES et al. 1986). Auch 
subklinische Kokzidiosen und der Beginn sowie das Ende einer Kokzidiose können mit niedrigen 
OpG-Werten einhergehen (CORNELISSEN et al. 1995, MUNDT et al. 2005c , CICEK et al. 2007, 
DAUGSCHIES et al. 2007, STASCHEN 2009). Diese können mit der Untersuchung einer SKP5, bei 
denen schon ab erwarteten 122 OpG in allen Zählungen Oozysten nachgewiesen wurden, erkannt 
werden. In SKP10 mit erwarteten 61 OpG wurden in 70% der Proben Oozysten gefunden, so dass 
vermutet werden kann, dass in SKP10 mit einem mittleren Oozystengehalt, der doppelt so hoch ist 
(122 OpG) ebenso hinreichend sicher Oozysten entdeckt werden (Publikation 4). 
 
EYKSER et al. (2008) berichteten von einer hohen Korrelation der gezählten Eier pro Gramm Kot 
(EpG) in Einzel- und Sammelkotproben von Pferden. Darüber hinaus zeigten BALDOCK et al. 
(1990), NICHOLLS et al. (1994) und WARD et al. (1997), dass die EpG-Werte der Sammelkotproben 
und die mittleren EpG-Werte der Einzelkotproben von Schafen und Rindern eine hohe 
Übereinstimmung aufwiesen. Ebenso waren die Ergebnisse der Einzel- und Sammelkotproben von 
Pferden, die mittels PCR auf Strongylus vulgaris untersucht wurden, vergleichbar (BRACKEN et al. 
2012). Auch in der vorliegenden Studie lieferte die Untersuchung der Sammelkotproben und der 
einzelnen Kotproben ähnlich Ergebnisse. Der Unterschied zwischen den Untersuchungsergebnissen 
der Einzelkotproben (arithmetischer Mittelwert) und der Sammelkotproben war mit signifikant 
häufigeren Differenzen im Bereich von bis zu 100 OpG sehr gering. 
 
Mit der Untersuchung von SKP10 und SKP5 können klinische und subklinische Kokzidiosen erkannt 
werden. Aussagen über Einzeltiere sind aber nicht möglich. Bei der Kokzidiose handelt es sich um ein 
Infektionsgeschehen, welches den gesamten Bestand betrifft, so dass diese Einschränkung auf 
Bestandsebene unerheblich ist. 
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Die Homogenisierung im Rektalisierungshandschuh lieferte vergleichbare Ergebnisse wie die 
Homogenisierung im Mörser (Publikation 4). Somit können in Beständen, in denen eine rektale 
Probenentnahme nur mit viel Aufwand möglich ist, Kotproben, die spontan von jeweils anderen 
Tieren abgesetzt wurden, in einem Rektalisierungshandschuh gesammelt und in diesem homogenisiert 
werden, so dass Materialkosten und Arbeitszeit eingespart werden können. 
 
Bei der Untersuchung von Sammelkotproben ist sorgfältig darauf zu achten, dass von den einzelnen 
Proben die gleiche Kotmenge entnommen wird und die Sammelkotproben sehr gut homogenisiert 
werden.  
 
 
3.5 Verteilung der Strongyliden- und Ascarideneier in Pferdekotproben und 
Untersuchung eines modifizierten kombinierten Sedimentations-
Flotations-Verfahrens (Publikation 5) 
 
Die Untersuchungsergebnisse der verschiedenen Lokalisationen der Pferdekotproben (Randregion, 
Inneres oder beide Lokalisationen) mit dem kombinierten Sedimentations-Flotations-Verfahren 
(KSFV) wiesen eine große Übereinstimmung auf. In keiner Lokalisation konnte eine signifikant 
höhere Eizahl nachgewiesen werden (Publikation 5). Dies spricht für eine homogene Verteilung der 
Nematodeneier (Strongyliden- und Ascarideneier) in Pferdekotproben. Eine weitgehend gleichmäßige 
Verteilung der Nematodeneier (vom trichostrongyliden Typ) konnte auch in den Studien von PETERS 
u. LEIPER (1940) in Schafkotproben und von MES (2003) in Kälberkotproben gezeigt werden. 
Zudem lieferte in der vorliegenden Studie die Untersuchung der Kotproben mit dem KSFV mit 
vorheriger Homogenisierung einer größeren Probenmenge (modifiziertes KSFV), welches mit einem 
höheren Arbeitsaufwand verbunden ist, vergleichbare Ergebnisse wie das KSFV ohne vorherige 
Homogenisierung einer größeren Probenmenge. Dieses Ergebnis unterstützt die These, dass die 
Nematodeneier (Strongyliden- und Ascarideneier) in einer Pferdekotprobe homogen verteilt sind. Im 
Gegensatz dazu wies PRESLAND et al. (2005) nach, dass durch die Homogenisierung einer größeren 
Probenmenge vor der Durchführung eines McMaster-ähnlichen Verfahrens (FECPAK) besser 
reproduzierbare Untersuchungsergebnisse erzielt werden als mittels McMaster-Verfahrens ohne 
vorherige Homogenisierung einer größeren Probenmenge. Die Schwankungen der Eizahlen bei der 
wiederholten Durchführung eines McMaster-Verfahrens sind höher als die Schwankungen der 
Eizahlen bei Anreicherungsmethoden (EGWANG et al. 1981, MES 2003). Beim McMaster-Verfahren 
werden deutlich geringere Kotmengen untersucht als beim KSFV, so dass die Ergebnisse eines 
McMaster-Verfahrens im Gegensatz zu einem Anreicherungsverfahren durch vorherige 
Homogenisierung einer größeren Probenmenge verbessert werden können.  
 
 
 
 
 
 
  Übergreifende Diskussion   
61 
3.6 Übergreifende Interpretation der Studien 
 
Mehrere Faktoren tragen dazu bei, ein im Einzelfall optimales diagnostisches Verfahren zum 
Nachweis von Endoparasitenstadien in Kotproben zu bestimmen. 
 
Einer der wichtigsten Faktoren ist die Sensitivität der Untersuchungsmethoden. Diese sollte so hoch 
sein, dass mittels des verwendeten Verfahrens klinische und subklinische Krankheitsverläufe erkannt 
werden können. Zum Nachweis von Isospora suis-Oozysten zeigte die Untersuchung eines 
Kotausstriches mittels AM eine signifikant höhere Sensitivität als die FV und KSFV (Publikation 1). 
In der Publikation 2 war die Anzahl positiver Proben bei der Durchführung des EIA zum Nachweis 
von Cryptosporidium sp. beim Rind signifikant höher als die Anzahl positiver Proben mittels MZN bei 
der Durchmusterung von 10 Blickfeldern. Zwischen der CF und dem EIA hingegen konnte kein 
signifikanter Unterschied festgestellt werden (Publikation 2). Die Ergebnisse bei der Anwendung des 
EIA, des FASTest®, der MZN und des IFA zum Nachweis von Cryptosporidium sp. beim Igel waren 
vergleichbar. Die Aussagekraft ist aber aufgrund der geringen Probenanzahl, in denen 
Kryptosporidien-Oozysten nachgewiesen wurden, eingeschränkt (Publikation 3). Der Nachweis 
klinischer und subklinischer Kokzidiosen beim Rind ist durch die Untersuchung von 
Sammelkotproben möglich (Publikation 4). Die Homogenisierung einer größeren Kotmenge vor der 
Untersuchung des KSFV zum Nachweis von Strongyliden- und Ascarideneier beim Pferd konnte die 
Untersuchungsergebnisse des KSFV ohne Homogenisierung einer größeren Probenmenge nicht 
verbessern (Publikation 5). 
 
Vor allem bei Proben aus landwirtschaftlichen Betrieben oder beim Anfall einer hohen Probenanzahl 
sind die Untersuchungskosten von großer Bedeutung. In den vorliegenden Studien sind die CF zum 
Nachweis von Kryptosporidien und die Untersuchung von Sammelkotproben zum Nachweis von 
Eimeria spp. beim Rind kostengünstige Alternativen (Publikation 2, 4). Die aufgewendeten 
Materialkosten zur Durchführung der MZN zum Nachweis von Cryptosporidium-Oozysten sind 
deutlich geringer als die für den FASTest®, den IFA sowie den EIA und vergleichbar zur CF 
(Publikation 2 und nicht veröffentlichte Daten der Studie 3). Jedoch wurde mittels der MZN bei der 
Untersuchung von 10 Blickfeldern im Gegensatz zur CF eine signifikant geringere Anzahl an 
positiven Proben im Vergleich zum EIA nachgewiesen (Publikation 2). Die Material- und 
Personalkosten zur Untersuchung eines Kotausstriches mittels AM sind geringer als die Kosten des 
FV und KSFV sofern das Labor über ein Epifluoreszenzmikroskop verfügt (Publikation 1). Bei der 
Durchführung des KSFV mit und ohne vorherige Homogenisierung einer größeren Probenmenge 
entstehen ähnliche Materialkosten, jedoch aufgrund des höheren Zeitaufwandes bei der vorherigen 
Homogenisierung einer größeren Probenmenge höhere Personalkosten (Publikation 5). 
 
Weiterhin ist die verwendete Untersuchungszeit ein Faktor, der die Auswahl des geeigneten 
Untersuchungsverfahrens beeinflusst. In einem diagnostischen Labor müssen pro Tag häufig eine hohe 
Anzahl an Proben untersucht werden. Die Einsender erwarten ein zügiges Ergebnis, damit sie schnell 
weitere Schritte einleiten können. Die Untersuchung von Kälbersammelkotproben sowie von 
Kotausstrichen mittels AM und die Durchführung eines KSFV ohne vorherige Homogenisierung einer 
größeren Probenmenge sind diagnostische Verfahren, mit welchen im Gegensatz zu den 
entsprechenden alternativen Verfahren in den jeweiligen Studien deutlich Untersuchungszeit 
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eingespart werden kann (Publikation 1, 4, 5). Der Arbeitsaufwand bei der Anwendung des FASTest® 
zum Nachweis von Cryptosporidium sp. ist vergleichbar zu dem des EIA. Jedoch wird zur 
Durchführung des FASTest® kein Mikroskop benötigt, so dass dieser in Kombination mit der 
einfachen Anwendung und dem schnellen Vorliegen der Resultate für die Verwendung in 
Tierarztpraxen und Ställen geeignet ist (Studie 3). Die Durchführung des CF zum Nachweis von 
Cryptosporidium sp. führt im Vergleich zum EIA nur beim Anfall einer höheren Probenanzahl zu 
einer nennenswerten Reduzierung der Untersuchungszeit (Studie 2). Der IFA und die MZN hingegen 
ist mit einem größeren Arbeitsaufwand verbunden als der FASTest®, die CF und der EIA (Publikation 
2 und nicht veröffentlichte Daten der Studie 3). 
 
Die Möglichkeit die Untersuchungsmethoden in den Arbeitablauf eines diagnostische Labors gut 
integrieren zu können ist ebenfalls wichtig, da in diesem Fall bei einzelnen Untersuchungsmethoden 
anfallende Wartezeiten zur Durchführung anderer Verfahren genutzt werden können. Dies ist bei der 
Durchführung der CF nur eingeschränkt möglich (Publikation 2). Die anderen in den vorliegenden 
Studien untersuchten diagnostischen Methoden lassen sich gut in den Arbeitablauf eines 
diagnostischen Labors integrieren (Publikation 1, 2, 3, 4, 5). 
 
Die PCR ist zeitaufwendig und mit erhöhten Untersuchungskosten verbunden, so dass diese nicht zum 
Einsatz für den Nachweis von Cryptosporidium sp. in der Routinediagnostik geeignet ist. Durch die 
PCR ist aber eine genaue molekulare Charakterisierung der Erreger möglich. Die Bestimmung 
einzelner Genotypen und deren Subtypen eröffnet die Möglichkeit das zoonotische Potential dieser 
Geno- und Subtypen sowie Infektionsquellen zu erkennen. Zur Klärung solcher Fragen ist die PCR 
unverzichtbar, sie wird aber im parasitologisch-diagnostischen Labor auf absehbare Zeit ein 
Spezialverfahren bleiben. 
 
 
3.7 Schlussfolgerungen und Ausblick 
 
I. suis-Oozysten, die Erreger der Saugferkelkokzidiose, sind aufgrund ihrer Fähigkeit zur 
Autofluoreszenz mit Hilfe eines Epifluoreszenzmikroskops im Gegensatz zur lichtmikroskopischen 
Untersuchung leicht zu identifizieren. Die Untersuchung von Kotausstrichen mittels AM, eine mit 
wenig Zeit- und Arbeitsaufwand verbundene Methode, ist signifikant sensitiver als die Untersuchung 
von Anreicherungsverfahren mit nachfolgender Lichtmikroskopie. Zum Nachweis der 
Saugferkelkokzidiose sollten die Vorteile der AM genutzt und diese in der Routinediagnostik 
angewendet werden. 
 
Der EIA (ProSpecT®) zum Nachweis von Cryptosporidium sp. liefert im Gegensatz zur CF und MZN 
unabhängig von der Lagerungstemperatur der Proben sichere Ergebnisse. Zur Untersuchung ungekühlt 
gelagerter Kotproben oder von Proben, bei denen die Lagerungsbedingungen (Temperatur und Zeit) 
unbekannt sind, sollte der EIA (ProSpecT®) angewendet werden. Die Sensitivität des EIA und der CF 
zeigten keinen signifikanten Unterschied, so dass die CF, eine kostengünstige und mit geringem 
Arbeitsaufwand verbundene Methode, zur Untersuchung einer hohen Probenanzahl (z.B. bei 
Herdendiagnostik, epidemiologischen Studien) geeignet ist, wenn die spezifische Voraussetzungen 
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(ununterbrochene Kühlung der Proben, Untersuchung innerhalb von drei Tagen nach der 
Probenentnahme) eingehalten werden. Der FASTest® ist zwar mit hohen Kosten verbunden, liefert 
jedoch schnelle Ergebnisse und kann aufgrund der einfachen Durchführung vor Ort in Tierarztpraxen 
und Ställen, in welchen kein Mikroskop und erfahrenes Personal vorhanden ist, eingesetzt werden, so 
dass sofort eine gezielte Therapie eingeleitet werden kann. Bei negativen Ergebnissen sollten unter 
Umständen weitere diagnostische Verfahren zum Nachweis der Kryptosporidiose in Betracht gezogen 
werden. Der IFA liefert sehr zuverlässige Ergebnisse (ALLES et al. (1995), KEHL et al. 1995, 
GARCIA u. SHIMIZU 1997, JOHNSTON et al. 2003) ist aber mit hohen Kosten verbunden. Da 
jedoch mit dem IFA auch Giardien-Zysten nachgewiesen werden können, ist der Einsatz des IFA vor 
allem bei Proben, die sowohl auf Kryptosporidien-Oozysten als auch auf Giardien-Zysten getestet 
werden sollen, vorteilhaft. Ein kombinierter Nachweis dieser beiden Protozoen führt im Vergleich zur 
Durchführung einzelner Nachweisverfahren zu einer Reduktion der Untersuchungszeit und -kosten.  
Durch die gewonnene Erkenntnis, dass die Lagerungstemperatur und -zeit der Proben einen Einfluss 
auf die Untersuchungsergebnisse verschiedener Nachweisverfahren haben kann, sollten auch andere 
Methoden auf diesen Aspekt hin untersucht werden. Die Frage, ob die Resultate des FASTest® und des 
IFA durch die Lagerungstemperatur und -zeit der Proben beeinflusst werden, kann bisher nicht 
beantwortet werden.   
 
Die Kryptosporidiose tritt bei schwachen und unterentwickelten Igeln (Erinaceus europaeus L.), die 
zum Überwintern in Igelstationen aufgenommen werden, häufig auf. Bei der Untersuchung der 
Igelkotproben wurden 3 Subtypen von C. parvum mit zum Teil nachgewiesenem zoonotischem 
Potenzial gefunden. Aufgrund dieser Ergebnisse ist die Einhaltung hygienischer Maßnahmen wie 
Reinigung und Desinfektion mit einem geeigneten Desinfektionsmittel in den Igelstationen von großer 
Bedeutung. Darüber hinaus sollte das Personal in den Igelstationen beim Umgang mit dem Igel 
vorsichtig sein und gegebenenfalls Schutzmaßnahmen (Handschuhe u.a.) ergreifen. 
 
Die Untersuchung von Kälbersammelkotproben zum Nachweis von Eimeria spp. ermöglicht ein 
schnelles und preiswertes Herdenscreening im Hinblick auf die epidemiologische Bestandssituation 
und die Wahl effektiver Behandlungsmaßnahmen. Mit 100% Nachweissicherheit bei der 
Untersuchung von Sammelkotproben mit einem erwarteten Oozystengehalt von 202 OpG (SKP10) 
bzw. von 122 OpG (SKP5) ist die Untersuchung von Kälbersammelkotproben zum Nachweis einer 
klinischen und subklinischen Kokzidiose geeignet. 
 
Die Nematodeneier (Strongyliden- und Ascarideneier) in einer Pferdekotprobe sind weitgehend 
gleichmäßig verteilt, so dass die Untersuchung eines KSFV, bei welchem 10 g Kot untersucht werden, 
im Gegensatz zur Untersuchung von 3 g Kot (PRESLAND et al. 2005) im Wesentlichen zu sicheren 
Ergebnissen führt und durch vorherige Homogenisierung einer größeren Probenmenge nicht verbessert 
werden kann. Zur Untersuchung von Pferdekotproben auf Nematodeneier sollten dem Labor eine 
ausreichend große Probenmenge (ca. 50 g) zugesandt werden und im Labor ein diagnostisches 
Verfahren genutzt werden, bei welchen Aliquote von mindestens 10 g Kot Verwendung finden. Bei 
der Durchführung von Ringversuchen müssen in den Proben die Eizahlen so hoch sein, dass in jedem 
Aliquot auch ein Nachweis möglich ist.  
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Die Verteilung der Bandwurmeier in einer Pferdekotprobe konnte in dieser Studie nicht geklärt 
werden, da nur in sehr wenigen Kotproben Bandwurmeier nachgewiesen wurden. Eine 
diskontinuierliche Ausscheidung der Bandwurmeier und eine inhomogene Verteilung dieser Eier in 
Pferdekotproben wird schon lange diskutiert (NILSSON et al. 1995, MEANA et al. 1998, KJÆR et al 
2007), so dass durch die Homogenisierung einer größeren Kotmenge vor der Durchführung des KSFV 
die Reproduzierbarkeit des Nachweises von Bandwurmeiern in einer Pferdekotprobe erhöht werden 
könnte. Weiterführende Untersuchungen, mit denen ein konventionelles koproskopisches 
Nachweisverfahren so optimiert werden kann, dass auch Bandwurmeier sicher nachgewiesen werden 
können, sollten angestrebt werden, da in diesem Fall mit einer Untersuchungsmethode alle wichtigen 
pathogene Endoparasiten des Gastrointestinaltraktes effektiv nachgewiesen werden könnten. 
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In den vorliegenden Studien wurden verschiedene diagnostische Verfahren zum Nachweis von 
Protozoen und Nematoden im Hinblick auf Sensitivität, Arbeitsaufwand und Kosten miteinander 
verglichen. Zudem wurde die Eignung der PCR zur molekularen Charakterisierung der 
Cryptosporidium spp. exemplarisch an Igelkotproben getestet. 
 
Bei der Untersuchung von 90 Ferkelkotproben auf I. suis war die Sensitivität eines Kotausstriches mit 
nachfolgender Autofluoreszenzmikroskopie (AM) signifikant höher als bei einem Flotationsverfahren 
(FV) mit NaCl-Zucker-Lösung und bei dem kombinierten Sedimentations-Flotations-Verfahren 
(KSFV) mit verschiedenen Flotationslösungen (NaCl, ZnSO4, NaCl-Zucker-Lösung) mit 
nachfolgender Lichtmikroskopie. Zudem ist der Arbeitsaufwand für die AM deutlich geringer als bei 
dem FV und KSFV. Die höheren apparativen Kosten für die AM sind bei hohem Probendurchsatz 
durch den geringeren Zeitaufwand und der höheren Sensitivität gerechtfertigt.  
 
Die Anzahl Kryptosporidien-positiver Proben war bei der Untersuchung von 103 Kälberkotproben auf 
Cryptosporidium sp. mittels Enzymimmunoassays (EIA; ProSpecT® Cryptosporidium Microplate 
Assay) im Vergleich zur Karbolfuchsin-Färbung (CF) nach HEINE (1981) und der modifizierten-
Ziehl-Neelsen-Färbung (MZN) nach HENRIKSEN u. POHLENZ (1982) am höchsten und signifikant 
höher als bei der Anwendung der MZN, wenn 10 Blickfelder durchmustert wurden. Bei der 
Untersuchung von 74 Igelkotproben auf Cryptosporidium sp. mittels EIA (ProSpecT®), einem 
immunochromatographischen Verfahren (FASTest® CRYPTO Strip), der MZN nach HENRIKSEN u. 
POHLENZ (1981) und einem direkten Immunfluoreszenz-Test (IFA; MERIFLUOR 
Cryptosporidium/Giardia) wurden in 9 (EIA), 10 (FASTest®), 11 (MZN) und 12 (IFA) Proben 
Cryptosporidium sp. nachgewiesen. Der Arbeitsaufwand des FASTest® und der CF ist mit dem EIA 
vergleichbar, während der IFA und die MZN mehr Zeit benötigen. Die Anwendung des FASTest®, des 
IFA und des EIA ist mit höheren Kosten verbunden als bei den Färbemethoden, können aber gut in 
den Arbeitsablauf eines diagnostischen Labors eingefügt werden und sind einfach auszuwerten.                                                                                                                   
Darüber hinaus wurden 45 Kotproben, welche bis zu 27 Tage bei verschiedenen Temperaturen (+6 °C, 
+16 °C, +30 °C, +40 °C) gelagert wurden, untersucht, um einen Einfluss der Temperatur auf das 
Untersuchungsergebnis von EIA, CF und MZN zu ermitteln. Während sich die Anzahl positiver 
Proben bei der Untersuchung mit den Färbemethoden temperatur- und zeitabhängig reduzierte, wurde 
das Untersuchungsergebnis mittels EIA von der Lagerungstemperatur nicht beeinflusst, so dass 
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ungekühlt transportierte Proben vorzugsweise mit dem EIA untersucht werden sollten. Dagegen ist die 
CF aufgrund ihrer einfachen und preiswerten Durchführung zur Untersuchung einer hohen Anzahl an 
Proben geeignet, sofern eine ununterbrochene Kühlung der Proben gewährleistet ist und diese 
innerhalb von drei Tagen untersucht werden. Der FASTest® ist zur Anwendung in Tierarztpraxen und 
Ställen geeignet, da zur Untersuchung kein Mikroskop benötigt wird und die Resultate schnell 
vorliegen. Die Verwendung des IFA, der Kryptosporidien-Oozysten und Giardien-Zysten nachweist, 
bietet sich vor allem bei Proben an, die auf beide Protozoen untersucht werden sollen. 
 
Das Vorkommen der Kryptosporidiose bei unterentwickelten und geschwächten Igeln, welche zum 
Überwintern in Igelstationen aufgenommen werden, ist hoch. Von 188 untersuchten Igelkotproben 
konnten in 29,8 % der Proben Cryptosporidium spp. nachgewiesen werden. Durch die 
Genotypisierung der Kryptosporidien aus 15 positiven Igelkotproben mittels RFLP-PCR basierend auf 
dem 18S rRNA-Gen konnte in allen untersuchten Proben die Präsenz von C. parvum gezeigt werden. 
Mit Hilfe der Multilocus-Sequenz-Typisierung der Fragmente des 60kDa Glycoprotein-Gens, des 18S 
rRNA-Gens, des Actin-Gens und des 70 kDa Hitzeschockprotein-Gens konnten drei verschiedene 
Subtypen-Familien (IIa, IIc und eine neue als VIIa vorgeschlagene Subtypen-Familie) erkannt werden. 
Die von den Igeln ausgeschiedenen Kryptosporidien-Oozysten mit zum Teil nachgewiesenem 
zoonotischen Potential (IIa Subtypen-Familie) könnten eine Infektionsquelle für den Menschen sein, 
aber auch ein antropozoonotisches Potential (IIc Subtypen-Familie) sollte in Betracht gezogen werden, 
so dass die Hygiene in den Igelstationen einen hohen Stellenwert einnehmen sollte. 
 
Die Untersuchungsergebnisse zum Nachweis von Eimeria-Arten beim Kalb von 70 Sammelkotproben, 
hergestellt aus 10 Einzelkotproben (SKP10), bzw. von 30 Sammelkotproben, zusammengesetzt aus 5 
Einzelkotproben (SKP5), wurden mit denen der zugehörigen Einzelkotproben (EKP) verglichen. Die 
Resultate der EKP (arithmetischer Mittelwert) und der zugehörigen SKP weisen mit den signifikant 
häufigeren Abweichungen im Bereich von bis zu 100 Oozysten pro Gramm Kot (OpG) eine geringe 
Differenz zwischen den beiden Verfahren auf. Durch den sicheren Nachweis von Eimeria-Oozysten 
bei einem erwarteten Oozystengehalt von nur 202 OpG (SKP10) und 122 OpG (SKP5) ist die 
Untersuchung von Kälbersammelkotproben, eine Methode mit geringem Arbeitsaufwand und geringen 
Untersuchungskosten, zum Nachweis einer klinischen oder subklinischen Kokzidiose geeignet. 
 
Bei 51 Pferdekotproben wurde jeweils dreimal das kombinierte Sedimentations-Flotations-Verfahren 
(KSFV), wobei die Entnahme von verschiedenen Lokalisationen der Kotprobe (aus der Randregion, 
dem Inneren oder aus beiden Lokalisationen) erfolgte, und jeweils dreimal das KSFV mit vorheriger 
Homogenisierung einer größeren Kotmenge zum Nachweis von Nematodeneier durchgeführt. Eine 
Anhäufung der Strongyliden- und Ascarideneier in einem bestimmten Bereich der Proben konnte 
durch die Untersuchungen der verschiedenen Lokalisationen (á 10 g Kot) nicht nachgewiesen werden, 
so dass eine weitgehend homogene Verteilung dieser Nematodeneier in einer Pferdekotprobe 
wahrscheinlich ist. Zudem konnten die Untersuchungsergebnisse des KSFV, bei welchem 10 g Kot 
untersucht werden, durch die vorherige Homogenisierung einer größeren Probenmenge nicht 
verbessert werden. Zum Nachweis von Nematoden beim Pferd sollte dem Labor eine ausreichende 
Probenmenge (ca. 50 g) zugesandt werden. Die Homogenisierung einer größeren Probenmenge vor 
der Durchführung einer diagnostischen Methode, bei der Aliquote von mindestens 10 g Kot 
Verwendung finden, ist unnötig 
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The studies presented were carried out to compare different diagnostic methods for detection of 
protozoa and nematodes regarding sensitivity, expenditure of human labour and costs. Besides, the 
ability of the PCR for the molecular characterization of the Cryptosporidium spp. was tested 
exemplarily in faecal samples of hegdehogs. 
 
The examination of ninety faecal samples of suckling piglets showed a significantly higher sensitivity 
of  faecal smears examined by autofluorescence microscopy (AM) compared to the flotation method 
(FV) using NaCl-sucrose solution and the combined sedimentation-flotation method (KSFV) using 
different flotation solutions (NaCl, ZnSO4, NaCl-sucrose) scanned by bright field microscopy. 
Moreover the expenditure of human labour by AM is considerably lower than FV and KSFV. The 
costs related to equipment for AM is justified in case of high sample throughput and by superior 
sensitivity. 
 
The enzyme immunoassay (EIA; ProSpecT® Cryptosporidium Microplate Assay) was the most 
sensitive method for diagnosis of cryptosporidiosis in calves (n = 103) compared to the carbol fuchsin 
(CF; HEINE 1981) and modified Ziehl-Neelsen (MZN; HENRIKSEN a. POHLENZ 1982) staining 
techniques. The sensitivity of the EIA was significantly higher than the MZN, if ten fields of view 
were scanned. 74 faecal samples of hedgehogs were examined with the EIA (ProSpecT®), an 
immunochromatographic method (FASTest® CRYPTO Strip), the MZN (HENRIKSEN u. POHLENZ 
(1981)) and a direct immunofluorescent assay (IFA; MERIFLUOR Cryptosporidium/Giardia). 
Cryptosporidium sp. were detected in 9 (EIA), 10 (FASTest®), 11 (MZN) und 12 (IFA) faecal 
samples. The hands on time of the FASTest® and CF is comparable to EIA while the IFA and MZN 
are more time-consuming. The examination of the FASTest®, IFA and EIA is combined with higher 
costs than the staining techniques, but they can be integrated in the work flow of a routine diagnostic 
laboratory easily and evaluation is simple. Moreover 45 faecal samples stored up to 27 days at 
different temperature (+6 °C, +16 °C, +30 °C, +40 °C) were examined to evaluate the influence of 
temperature on the results of EIA, CF and MZN. While the number of the positive samples of stained 
smears decreased in a temperature and time-dependent manner, the results of the EIA were not 
influenced by sample storage at any temperature, so that samples transported without cooling should 
be examined preferably by EIA. Nevertheless the CF due to its simplicity and low costs is suited for 
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scanning of a high number of samples, if they were cooled continuously and examined within three 
days. The FASTest® is qualified for use in veterinary practice and stables, because the examination 
requires no microscope and the results are obtained immediately. The IFA, which can detect 
Crypotsporidium oocysts as well as Giardia cysts, is suited especially for faecal samples suspected to 
contain both protozoa.          
                                                                                             
Cryptosporidial infections are very frequent in hedgehogs which are admitted for hibernation to 
hedgehog rehabilitation centres because of their insufficient body weight and weakness. 
Cryptosporidium spp. were detected in 29.8 % of 188 faecal samples of hedgehogs. The genotyping of 
Cryptosporidium spp. by PCR and RFLP-PCR based on the 18S ribosomal RNA gene were performed 
on 15 faecal samples of hedgehogs positive for Cryptosporidium spp. and suggested the presence of  
C. parvum in all samples. Multilocus sequence typing on partial 60 kDa glycoprotein gene, 18S rRNA 
gene, actine gene, 70 kDa heat shock protein gene sequences revealed 3 different subtype families: IIa, 
IIc and a new proposed as VIIa subtype family. Some of the Cryptosporidium oocysts excreted from 
hedgehogs are zoonotical (IIa subtype family) or anthropozoonotic(IIc subtype family). Thus hygienic 
measurements to avoid transmission are essential in hedgehog rehabilitation centres. 
 
The results of examination of 70 pooled faecal samples originating from 10 calves (SKP10) and 30 
pooled faecal samples originating from 5 calves (SKP5) for detection of Eimeria spp. were compared 
with the arithmetic means of opg (oocysts per gram of faeces) counts of the respective single 10 or 5 
samples. A low difference between both methods of  less than 100 opg was significantly more 
frequently observed than higher differences. Low values of 202 opg and 122 opg were reliably 
detected in SKP10 und SKP5, respectively, and thus examination of pooled faecal samples appears to 
be suitably sensitive and cost effective to detect clinical and subclinical coccidiosis in calves.  
 
51 faecal samples of horses were examined three times by KSFV for nematode eggs by taking aliquots 
from different locations of the same faecal samples (from the margin, from inside and from both 
locations). Thereafter the KSFV with the homogenisation of a larger amount of faeces was also carried 
out three times. The examination of samples from the different locations (each 10 g of faeces) 
delivered no evidence for accumulation of nematode eggs (strongyles and Parascaris equorum) in the 
faeces and thus the distribution of the nematode eggs appears sufficiently homogeneous in faecal 
samples of horses. Homogenisation of a larger amount of faeces did not improve the results of 
coproscopy. For diagnostic purposes 50 g faeces per sample should be shipped to the laboratory. The 
homogenisation of a larger amount of faeces before using a diagnostic method is dispensable, if 
aliquots of 10 g faeces are examined. 
………...…………………………………………………………………………..
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